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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ABA abszcizinsav

APS ammonium-perszulfat

APX aszkorbat-peroxidaz

BSA marha szérum albumin

C az akrilamid-biszakrilamid monomerben a biszakrilamid relativ mennyisége szazalékban kifejezve
c¢DNS mRNS-16l az informécidk reverz transzkripcidval DNS-s¢é irodnak
CE/MS kapillaris elektroforézis — tdmegspekrtometria

CID iitkozés indukalt bomlasok

CHAPS 3- [3-kolamidopropil)-dimetilammonium]- 1 -propanszulfonat
Cor 14b alacsony hémérséklet altal szabalyozott fehérje

2-DE kétdimenzids gélelektroforézis

DHB 2,5- dihidroxi-benzoesav

DIGE differencial 2-D gélelektroforézis

2-D-LC kétdimenzios folyadékkromatografiaban

DNS dezoxiribonukleinsav

DTE ditioeritritol

DTT ditiotreitol

elF-5A transzlacio inicialo faktor SA

ES elektroporlasztas

ESI-MS elektroporlasztasos (elektrospray) tomegspektrometria

EST részleges expresszios szekvencia informacio (Expressed Sequence Tag)
G250 Coomassie Brillant Blue G 250 festék

GAPDH glicerinaldehid-3-foszfat biszfoszfat dehidrogenaz

GC/MS géazkromatografia — tomegspektrometria

GBSP keményit6szemcséhez kotdédo fehérje (granule-bound starch protein)
GBSSI keményitdszemcséhez kotddd keményitd szintetaz |

HMW HSPs nagy molekulatdmegii hdsokkfehérjék

HPLC nagyfelbontasu folyadék kromatografia

HSP hésokkfehérje

ICAT izotoppal jelolt affinitascimke

IEF izoelektromos fokuszalas
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IPG immobilizalt pH-gradiens

IPG-DALT 2-dimenzios elektroforézis immobilizalt pH-gradienssel
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LC-MS folyadékkromatografia — tomegspektrometria

LC-MS/MS folyadékkromatografia — tandem tomegspektrometria

MALDI-TOF-MS matrix altal segitett 1ézer deszorpcids ionizacié repiilésido tomegspektrometria
mRNS hirvivé ribonukleinsav

MS tomegspekrometria

MS/MS tandem tomegspektrometria

MudPIT multidimenzionalis fehérje azonositasi technika (Multi dimensional Protein Identification
Technology)

m/z tomeg/toltés

NCBI National Center for Biotechnology Information

nESI-MS/MS nano elektrospray ionizacids tandem tomegspektrométer

NMR magneses magrezonancia

OEE2 oxigén kibocsatast noveld fehérje 2 (Oxygen-evolving enhancer protein 2)

PAGE poliakrilamid gélelektroforézis
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PMF peptidtdmeg ujjlenyomat
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PSII fotokémiai rendszer 11

Q-TRAP LC MS/MS kvadrupol elektroporlasztdsos tandem tomegspektrometra

RNS ribonukleinsav

ROS reaktiv oxigén gyokok

RuBisCO ribuldz-1,5-biszfoszfat karboxilaz/oxigenaz

RuBisCO LSU Ribuléz-1,5-biszfoszfat karboxilaz/oxigenaz nagy alegysége

SAM-S S-adenozilmetionin szintetaz

SBEIIb keményit6 elagazo szerkezetének kialakitasaért felelds enzim (starch branching enzyme)
SDS natrium-dodecil-szulfat

SDS-PAGE natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid gélelektroforézis

sHSPs kis molekulatomegii hésokkfehérjék

SILAC stabil izotopot tartalmazé aminosav

SOD szuperoxid-dizmutaz

T poliakrilamid gélben az akrilamid-biszakrilamid monomer szazalékban kifejezett teljes mennyisége
2/100 ml-re vonatkoztatva

TCA triklor-ecetsav

TEMED N, N,N',N'- tetrametil- etilén-diamin

TIC teljes ionaramkromatogram

TRISZ trisz- (hidroximetil)-amino- metan

UV ibolyantuli fény
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1. BEVEZETES

A 21. szazadban a gabonandvények két millidrd tonna éves terméshozamukkal a
legfontosabb terményeink koz¢ tartoznak, melyek koziil az arpa a negyedik legnagyobb
mennyiségben termesztett novény vilagszerte. Az arpa 10000 évvel ezeldtt terjedt el a Kozel-
Keleten, és azdta is allatok takarmanyozasara, sor, illetve kisebb mennyiségben ételek
készitésére hasznaljak.

Az arpa is - mint barmely mas termesztett ndovény - élete sordn folyamatosan ki van téve
olyan biotikus és abiotikus hatdsoknak, amelyek jelentésen befolyasoljak fejlodését,
novekedését, €s meghatarozzak produktivitasat. Abban az esetben, ha a kornyezeti feltételek az
adott faj igényeinek megfeleld optimumértékeken kiviil esnek (tal alacsony, illetve tul magas
hémeérséklet, kiegyenlitetlen 4svanyi anyag ellatas, nem megfeleld fényviszonyok, vizhiany stb.),
a novény élettani stresszhelyzetbe kertil. Hazdnkban a kiilonbdz6 kornyezeti, abiotikus hatdsok
(foként szarazsag) kovetkeztében a gabonafajtaink a benniik rejlé termoképességnek atlagosan
csak a felét tudjak produkélni, ami jelentds gazdasagi veszteséget jelent. Természetesen ezért
olyan abiotikus ¢és biotikus stresszhatasokkal szemben ellendlld fajtdk nemesitése a cél,
amelyekkel a gazdasagi karok is csokkenthetdk.

A fenti elézményekbdl kiindulva doktori munkam soran célul tliztem ki, hogy proteomikai
modszerekkel (2-DE, MS) megvizsgaljam a hazai koriilmények kozott termesztett és a
kornyezeti stresszhatdsokra érzékeny ’Jubilant’, illetve ezen hatasokra kevésbé fogékony
’Mandolina’ sorarpak fehérjéinek expresszidos valtozasat, amelyet a magas homérséklet, a
kadmiumszennyezettség ¢és az eltérd termesztési koriilmények okoznak. A stresszhatdsok
fehérjék szintjén torténd vizsgalata azért is kiemelt fontossagli, mert a transzkriptomban
kimutatott stresszvalaszok kortilbeliil 20%-ahoz tartozd expresszids szekvenciarészletek (EST)
funkcioja még ismeretlen, igy a proteomban megvalosuld jeltovabbitas, szabalyozas,
enzimatikus aktivitas €s szerkezeti funkciok megismerése kozvetleniil a proteom szintjén valik
lehetéve.

A kiilonb6z6 stresszhatdsokkal szembeni védekezésben a stressz hatdsara indukalt molekulak
kozll a stresszfehérjéknek nagyon nagy szerepilk van, hiszen hozzdjarulnak az egyes
stresszhatasokkal szembeni ellenalld képesség fokozasahoz. gy a stresszvéalaszokban részt vevé
fehérjék azonositasa elengedhetetlen a taplaléklancunkba valé bekertilésiik kockdzata miatt. Ezt
latszik aldtdmasztani az a tény, hogy az elmult években proteomikai modszerekkel nagy
szdmban izolaltak és karakterizaltak ¢lelmiszereinkbdl ndvényi eredetii allergéneket, melyek

kozott a novényi védekezésben részt vevo fehérjék is jelen voltak.
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A védekezésében részt vevd fehérjék felkutatdsa mellett részletesebb képet kivantam
felvazolni arr6l is, hogy a kiilonbozd abiotikus stresszhatdsok miként befolyasoljak

¢lelmiszeripari nyersanyagaink fehérje-0sszetételét.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Azarpa

Az arpa (Hordeum vulgare L.) a Liliales rend, Liliaceae csalddjanak Hordeum
nemzetségéhez tartozik. Az arpa diploid novényfaj 2n=14 kromoszomaszammal. Genommérete
4,9 pg DNS/haploid sejtmag, ami 4,9 X 10° bp-nak felel meg. Az arpagenom - a tdbbi
gabonafé¢léhez hasonldan és a novényvildgra jellemzden - egyedi és ismétlodo szekvenciakbol all
(FLAVELL, 1980).

Az arpat nagy alakgazdagsaga kovetkeztében a legkiillonbozOobb éghajlata orszagokban
termesztik: a rovid nyaru északi orszagokban ez a legfontosabb gabona; a meleg déli
orszagokban szemtermését abraktakarmanyként hasznositjdk; az enyhe, mérsékelten meleg
nyaru vidékeken pedig sorarpat termesztenek. Elterjedési teriilete nagyon széles, Norvégiaban a
70. szélességi fok alatt minden évben termést ad, de az Alpok 1900 m-es, a Kaukazus 2700 m-
es, a Himalaja ¢és Tibet 4600 m-es magassagdban is termesztik. Nagy
alkalmazkodoképességének, de elsdsorban rovid tenyészidejének koszonhetden a szubtropusi
viszonyok kozott is termeszthetd.

Kialakuldsaban a tobbsoros (Hordeum agriocrithon Aberg) és a kétsoros arpa (Hordeum
spontaneum Koch) jatszik meghatarozé szerepet. Szarmazasi helye Kelet-Azsiaba tehetd.

Az arpa az egyik legrégebben kultirdba vont ndvénylink, termesztése a vilag tobb
termOhelyén megeldzte a buzat is, és mintegy 7000 évvel ezeldtt mar sort is készitettek beldle
(LORINCZ, 1984).

A multban sokkal nagyobb aranyban hasznaltak emberi fogyasztasra, mint napjainkban. A
ma ismert kdzvetlen emberi fogyasztasi (felhasznalasi) teriilete ndlunk: a kdsa (arpagyongy),
arpapehely, arpakévé és a sor, mig az USA-ban ennél sokkal tobb formdban hasznositjak az
¢lelmezésben: pattogatott arpa, arpapehely, arpacsira, arpakeményitd, édesitoszer, arpa-malata,
lisztkiegészitd, malatazott tej, csecsemdtap szirupok, arpatea vagy kavéhelyettesitd és rizslagyito
késziil beldle. Az arpa B-gliikdn tartalma a tdplalkozas szempontjabol megkiilonboztetett
figyelmet érdemel, ugyanis csokkenti a vér koleszterinszintjét. Az arpa a benne talalhaté oldhato
¢lelmi rostok viszonylag magas aranya miatt jelent6s hatdssal lehet az egészségre (MATUZ,
2000).

Az arpa 70-80 millié hektarnyi vetésteriiletével negyedik a termesztett novények kozott.

Magyarorszadgon altaldban az §szi vetésti, tobbsoros arpakat és a tavaszi vetésii, kétsoros arpakat

11
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termesztik. Hazai vetésteriilete ingadoz6: 200 ezer ha az Oszi és 132 ezer ha a tavaszi arpa

teriilete (KSH, 2008).

2.1.1 Az arpa osszetétele

Az arpaszem tapanyag-Osszetétele nagy nyersrost- ¢és vitamintartalma, magasabb
lizintartalma miatt az egygyomru allatok (sertés, baromfi) szdmara elényds (MATUZ, 2000). A
gazdasagi allatok takarmanyozasara elsdsorban az 0szi arpat hasznaljuk, a tavaszi arpabol csak
azok a tételek szolgalnak erre a célra, amelyeket az élelmiszeripar (sorgyartds, malomipar)
valamilyen okbdl nem dolgoz fel.

A tavaszi arpa kémiai Osszetételét az 1. tdblazat mutatja be. A tablazat adatai atlagadatok,
amelyek fajtanként valtoznak, ¢és amelyekre jelentds hatdst gyakorolnak a termesztés

koriilményei (agrotechnika, talajeré-gazdalkodas, csapadékviszonyok) is (HEGYESNE, 2004).

1. tablazat: A tavaszi arpa kémiai Osszetétele.

Forras Szarazanyag/ Nyersfehérje Nyerszsir Nyersrost Nyershamu N-
gabona mentes
kivonat
(gkg™ g kg szArazanyag
Tavaszi arpa
FUTTERWERTTABE 880 117 22 52 28 781
LLEN (1991)
BECKER-NEHRING 860 114 22 44 28 792
(1965)
INRA (1988) 860 116 23 51 27 783
JEROCH et al. (1993) 880 120 23 53 28 776
ADAS (1990) 869 128 15 45 27 785
FUTTERMITTELTA- 880 114 23 50 28 785
BELLENWERK
(1972)
Atlag 871 118 21 49 28 784

A tavaszi arpa soripari felhasznéaldsat - meghatarozé mindségi paraméterként - jelentOs
mértékben befolyasolja a malatazhatdsagra nagymértékben kihatd nyersfehérje-tartalom, de ezen
kiviil fontos a tobbi mindségi eldiras (osztilyozottsag, hektolitertomeg, stb.) betartsa is.

Hazankban ezeknek a kovetelményeknek az elsdk kozott a *Jubilant’” sorarpafajta felel meg.
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2.1.2 Fehérje az arpaban

Az arpa fehérjetartalma 8-14% (LASZTITY, 1999b), mely mindig fiigg az adott fajtatol,
termesztési helytdl és a N-ellatottsagtél (OSCARSSON et al., 1996). Az arpa fehérjetartalmanak
megallapitasa nagy fontossaggal bir az arpa mindségének meghatarozasaban, az egyes arpafajtak
azonositasaban (GORG et al., 1992a), valamint fontos karakterisztikus tulajdonsigokra, mint
példaul a malata mindségi paramétereire is lehet beldle kovetkeztetni (GORG et al., 1992b). N-
miitragydzassal az arpa nyersfehérje-tartalma novelhetd, mely elsésorban az arpafehérje hordein
frakciojat noveli meg. A soripar szempontjabdl a nitrogén-miitragyazds a mindségre és a
hozamra kedvezdtlen hatast gyakorolhat, mivel rontja a sorarpa fizikai és beltartalmi értékeit.

Az arpa fehérjéit OSBORNE-féle (1907) oldhatosag alapjan csoportosithatjuk vizoldhato
albumin (3-12,1%), so6oldhat6 globulin (8,4-20%), alkohololdhat6 hordein (25-50%) és sav-
illetve lagoldhatd glutelin frakcidkra (hordenin) (30-54,5%). Az egyes frakcidk kiilonb6zo
fehérjék keverékébdl épiilnek fel (LASZTITY, 1999a.), melyek jellemzésével indultak el az
arpafehérjékkel kapcsolatos vizsgalatok a 70-es években. A legfOképpen enzimeket és enzim
inhibitorokat tartalmazd, és az embrioban, valamint az aleuron rétegben koncentral6do
vizoldhat6 albumin és sdoldhatod globulin fehérje frakciokrol mar PAYNE és RHODES (1982),
valamint WEISS ¢és munkatarsai (1992a) is irtak. SHEWRY és MIFLIN (1985) az arpa
alkohololdhato hordein frakcidjat osztottdk fel négy csoportra molekulatomegiik €s aminosav
tartalmuk alapjan, melyeket a tovabbiakban WEISS és munkatarsai (1992b) és LASZTITY
(1999b) tanulmanyoztak mélyrehatobban.

2.1.2.1 Az arpa fehérjéinek soripari értékméroi

Az arpa soripari mindségének alapvetd kovetelményeit a Magyar Szabvany-081326 (1979)
rogziti. Ennek megfelelden a sorgyartdsndl a malatakészités megkivanja az arpa nagy
szemteltségét, 65-68 kg-os hl tomeget, kiegyenlitett szemnagysagot, valamint az erételjes és
egyenletes csirdzoképességet. A mindség legfobb értékmérdje a fehérjetartalom, a
keményitStartalom, a kivonhato (extrakt) anyag mennyisége és az oldhatosagi fok. A 11-11,5 %
nyersfehérjét tartalmazo arpabdol jobb mindségli sor készithetd, mint a fehérjében nagyon
szegény (9-10%), lassan csirdz6 nagy szemil arpabol. A felsorolt mindségi tényezOk mellett
foleg a nyersfehérje-tartalom szabja meg a sor mindségét, izét, kémiai stabilitdsat. A sorarpa
fehérjetartalmanak fels6 hataraként a 12,5%-ot tekintjiik.

A fehérjék a malata és a sor mindségére is komplex hatdssal vannak. Az arpa szemtermésen
beliil a fehérjék az endospermiumban fehérjematrixot alkotnak, melybe keményitészemcsék

agyazodnak be. BOREN és munkatarsai (2004) adtak némi betekintést két arpafajta ("Barke’ és
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’Midas’) szemtermésében a keményitészemcséhez kotddd fehérjékrél (GBSPs), melyek az
endospermiumban a keményitészemcsék feliiletéhez kotddnek, vagy pedig azon beliil
helyezkednek el. Ezen fehérjék extrakcidjat kovetden az eziistfestéssel megfestett kétdimenzios
géleken 150 fehérjefolt valt lathatova, melyek koziil 74-et tudtak azonositani peptidtomeg
ujjlenyomat (PMF) és tandem tomegspektrometrids (MS/MS) szekvendlds segitségével. Az
azonositott fehérjék legnagyobb része a keményitdszintézis négy f6 enzime koziil keriilt ki, mint
példaul 49 db fehérje a keményitdszemcséhez kotddd keményitd szintetaz I (GBSSI) volt, de
ezen kiviil a keményitd szintetdz I (SSI), a keményitd szintetaz II (SSII) és a keményit6 elagazo
szerkezetének kialakitasaért felelds enzimek (’starch branching’ enzim, SBEIIb) is jelen voltak a
fehérjék kozott. Ezen felil B és D hordeineket, szerpin Z4-et, piruvat ortofoszfat dikinazt
(PPDK), ¢és egy tiamin bioszintézisben szerepet jatsz6 enzimet is sikeriilt azonositani. A kisérlet
alapjan azt a kovetkeztetést vontak le, hogy a keményit6-bioszintézisben részt vevé enzimek a
keményitészemcsén beliil, mig a tobbi azonositott fehérje a keményitdszemcsékhez kotédve
helyezkedik el.

Az arpa csirazésa alatt az embriobol gibberelinsav szabadul fel, amely hidrolitikus enzimek
szintézisét inditja be az aleuron rétegben. A hidrolitikus enzimek hatdséra a malatazas folyaman
a fehérjematrix felbomlik, igy a keményité hozzaférhetd valik (MACGREGOR,1999). Fiziko-
kémiai szerkezeti valtozasok kovetkeztében a sejtfal degradalodik, és a hordein fehérjék oldhato
peptidekké és aminosavakka alakulnak (PALMER, 1991). WEISS ¢és munkatarsai (1992a) eltérd
malatamindséget ad6 arpafajtak fehérjefrakcidinak valtozasat kisérték végig hét napos csirdzas
alatt egydimenzidés natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid — gélelektroforézis (SDS PAGE)
hasznalataval. A csirazas soran az albumin és globulin frakciot ado fehérjesavokban csak kisebb
mennyiségi valtozasok mentek végbe: egy 65 kDa nagysagt fehérje intenzitasa csokkent, és két
uj fehérje, egy 43 kDa és egy 60 kDa nagysagu fehérje (feltételezhetdéen a-és B-amilaz) jelent
meg a csirazds negyedik napjan, melyek koncentracioja attdl kezdve folyamatosan nétt. A hét
napos csirazas végére a hordein frakcio teljesen eltiint, lebomlott.

A malatazas soran az enzimek koziil az endo-B-gliikkandz, exo-B-gliikanaz, cellobiaz,
laminaribidz, exoxilanaz, arabinoziddz, a-és [-amildz izoenzimek, endopeptidazok,
karboxipeptidazok, aminopeptidazok, peptid hidrolazok a legjelentdsebbek (LASZTITY,
1999b). Az amildzok és azon beliil is f6képpen az a-amilaz az arpa tarolésa és a malatazas alatti
fontos szerepe miatt a legtobb arpaval kapcsolatos kutatas targyat képezi (SVENSSON, 1994;
BAK-JENSEN et al., 2007).

A fehérjematrix talzott, illetve elégtelen mértékii lebontdsa problémakhoz vezethet a sor
mindségében. Tulzott lebontds esetén a maldta extrakt szine kedvezdtleniil valtozik és a sor

habstabilitasa is csokken. Az elégtelen fehérjebontas pedig géatolja malatazaskor az enzimek
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hozzaférését a keményitOmolekuldkhoz, igy cefrézéskor a keményit6konverzid6 nem lesz
megfelel6. A sor tarolasa ilyen esetben taroldsi problémat okoz, masrészt a kis mennyiségi
aminosav miatt az ¢leszté-anyagcsere sem megfeleld az erjesztés alatt. A sorfézéskor fellépd
szlirési problémakért is a fehérjék tehetok feleldssé. Mindezek alapjan a jO mindségli sor
eléallitdsa érdekében fontos, hogy malatazas alatt a fehérjetartalom és annak hidrolizise

optimalis mértékii legyen (MACGREGOR, 1999).

2.1.2.2 A fehérjék lokalizacidja és valtozasa a mag érése folyaman

A fehérje az arpa szemtermésében harom elkiiloniilt helyen halmozddik fel: az aleuron
rétegben mint sikérfehérje, az endospermium kiils6é peremén mint tartalékfehérje ¢és az
endospermiumban mint hisztolégiai vagy szovetfehérje (LASZTITY, 1999a), valamint a
csiraban.

FINNIE munkatarsaival (2003) megvizsgalta az arpacsirabol, endospermiumbol és aleuron
rétegbdl kiilon-kiilon kivont viz-s6 oldhatéd fehérjéket kétdimenzios elektroforézissel (2-DE), ¢€s
Osszevetette az arpa teljes szemtermésébdl ugyanazon modon kivont és elvélasztott kétdimenzids
fehérjetérképével. A kisérletbdl megallapitottdk, hogy a teljes arpa szemtermés viz-s6 oldhato
fehérjéinek kétdimenzids elektroforetikus (2-DE) elvalasztasabol adédd fehérjetérképén a
megjelend fehérjefoltok koriilbeliil 50%-a az endospermium fehérjéit reprezentdlja. Az
endospermium nem viz-s6 oldhatd fehérjéi az arpa tartalék fehérjéi kozé tartoznak, a gélen
lathatd tobbi fehérje (~50%) pedig az aleuron rétegbdl és a csirdbol szarmaztathatd. A
kiértékelésbdl kitlinik, hogy a fehérjék nagy része tobb szovetben is jelen volt, igaz kiilonbdzo
mennyiségekben. Az endospermiumban az alacsony molekulatomegli fehérjék kozott
legtobbszor az a-amildz/tripszin inhibitorok, valamint a kimotripszin inhibitorok fordultak eld.
Ezen fehérjék kis mennyiségben az aleuron rétegben is megfigyelhetéek voltak, de ez
valosziniileg az endospermium kontaminacidjabol adodott. Az a-amildz/tripszin és kimotripszin
inhibitorok endospermiumon beliili lokalizacidja egybevag GUTIERREZ és munkatarsai (1990)
azon elképzelésével, hogy ezen inhibitorok a keményitd rovarkartevok elleni védelmét
szolgéljak ugy, hogy egyes tipusaik specifikusan csak a rovar eredetli a-amildz enzimeket
ismerik fel. Ide tarozik a CM-fehérjék csaladjaba, valamint a Kunitz-tipusu fehérjék csaladjaba
tartozd a-amilaz inhibotorok egy része (SVENSSON et al., 2004). Az embridban ¢€s az aleuron
rétegben kifejezddo alacsony hémérséklet altal szabalyozott fehérje (Cor 14b), a kis moltomegii
hdésokkfehérjék (sHSPs) I. osztdlydba tartozo fehérjehomolog és egy tioredoxin-peroxidaz a

kiszaradas elleni védelemben, valamint egyéb stresszhatdsokban nyujtanak segitséget. Az

15



Kornyezeti tényezOk hatasanak vizsgélata az arpaban proteomikai mddszerekkel

aleuron réteg ¢és az embrid stresszhatasok elleni védelemben betoltott egylittes szerepét mar
OLSEN (2001) is leirta.

Az arpa szemtermés ¢s malata bazikus fehérjéinek vizsgalatira BAK-JENSEN ¢és
munkatarsai dolgoztak ki (2004) egy kétdimenzids elvalasztdshoz alkalmazhat6d protokollt. A
kisérleteikben pH 6-11 intervallumban - a Dénidban legnépszeriibb - ’Barke’ sorarpa
szemtermésébol 380, az ebbdl késziilt malatabol pedig dsszesen 500 fehérjét valasztottak el
kétdimenzids géleken a 6,5-10,2 izoelektromos pont ¢és 11,2-61,7 kDa molekulatomeg
tartomanyokban. A fehérjék azonositdsdt matrix altal segitett 1ézer deszorpcids ionizacid
repiilésid6 tomegspektrométerrel (MALDI-TOF-MS), nano elektrospray ionizaciés tandem
tomegspektrométerrel (nESI-MS/MS) és N-termindlis szekvenalassal végezték és ilyen mdodon
37 kiilonbozo fehérjét tudtak azonositani. A fehérjéket a sejtben betoltott funkcioik alapjan hat
kiilonb6z6 kategdridba soroltak: 21 fehérjét a rovarkartevok elleni védekezésben szerepet jatszo
fehérjeként, mig 11 fehérjét a szénhidrat metabolizmus enzimeiként (pl. a-galaktozidaz)
azonositottak; kilenc a stressz és méregtelenitési folyamatokban vesz részt, tovabba két
peroxiredoxin a reaktiv oxigén gyokoket (ROS) tavolitja el. Glikolitikus enzimek koziil hat
fehérjefolt a glicerinaldehid-3-foszfat biszfoszfat dehidrogendzt (GAPDH), ezen kiviil két
fehérjefolt a fruktoz-biszfoszfat aldolazt, egy pedig a piruvat kinazt reprezentalta.

FINNIE és munkatarsai (2002) kétdimenzios elektroforézis alkalmazasaval irtdk le, hogy
négy arpafajta (’Barke’, Meltan’, ’Mentor’, és Morex’) szemtermésének érése alatt milyen
fehérjeexpresszios valtozasok mennek végbe. Ot héten at heti egyszeri mintavételezéssel a viz-s6
oldhato fehérjéket vizsgaltak. Megallapitottadk, hogy a szemtermés érési folyamatat a
citoplazmatikus almasav-dehidrogenaz ¢és a tridz-foszfat izomerdz valtozatlan mértéki
expresszioja kiséri végig, de egyes fehérjék csak a fejlodés bizonyos stadiumaiban vannak jelen:
példaul az aszkorbat-peroxiddz a korai magduzzadas sordn, mig az alacsony homérséklet altal
szabalyozott fehérje (Corl4b) a szemtermés kiszaradasakor. A szemtermés fejlédése folyaman
megfigyelték a kis molekulatdmegli a-amilaz/tripszin inhibitorok, szerin proteaz inhibitorok és
kisérletek tovabbi folytatisaban a ’Barke’ fajta érésének nyomon kovetésekor - a kiilonb6zo
fejlédési stadiumokban - az egyes fehérjék eltérd izoformokban torténd megjelenését
tapasztaltak (FINNIE et al., 2006).

FINNIE (2003) a fejlédo arpa szemtermés endospermiumabol viz-so oldhato fehérjéket nyert
ki, melyekrdl megallapitotta, hogy a kdzponti metabolizmusban, nitrogen asszimilacidoban, aktiv
oxigén gyokok semlegesitésében és szabalyozd folyamatokban vesznek részt. Az azonositott
fehérjék kisebb mennyiségben az érett arpa szemtermés endospermiuméban is jelen voltak.

Amikor a kiszdradds sordn az arpa szemtermés viztartalma 10-15% kozé csokken, az
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endospermium sejtjei ezt nem élik tal, programmozott sejthaldlon, apoptézison mennek at. mig

az aleuron réteg és az embri6 egy alap metabolikus aktivitast tart fenn (LEPRINCE et al., 1993).

2.1.2.3 Az arpafajtak elektroforetikus fehérjemintazatuk alapjan torténé
megkiilonboztetése

A 90-es években az egydimenzids elektroforézis alkalmazéasaval kideriilt, hogy ezzel a
modszerrrel nem lehetséges az arpafajtdk megkiilonboztetése, mivel az egydimenzids
elektroforézis igencsak limitalt felbontassal bir, s6t sok esetben komplikalt fehérjemintazatot is
ad, melyben az egyes fehérjekomponensek eltakarjak egymast. Igy a megoldast a 2-DE
jelentheti. Els6 izben GORG és munkatarsai (1988) probaltak 14 arpafajtat megkiilonboztetni,
melyhez az arpa levelébdl redukald kozegben izolaltak fehérjéket, és elvalasztottdk azokat a 2-
DE immobilizalt pH-gradienst tartalmaz6 (IPG DALT) valtozataval. A kisérletben eziistfestést
alkalmazva nyolc napos levelek fehérje extraktjat vizsgaltdk pH 4-7 és pH 6-10 pH-gradienssel.
A kiértékelés soran szamos kvalitativ kiillonbséget talaltak, melyek vagy egyes fehérje foltok
elmozdulasabol, vagy pedig a fajtak kozotti eltérd fehérjeexpressziobol adddtak, és lehetdvé
tettek az egyes fajtdk egymastol valdé megkiilonboztetését. A késObbiekben 14 arpafajta
szemtermésébdl karbamid/ditiotreitol (DTT)/Nonidet P40 oldészerben oldodo fehérjék
kétdimenzids fehérjemintdzata alapjan is egyértelmiien kiilonbséget tudtak tenni a fajtdk kozott.
Az egyes fajtak eltéré6 malatazhatosagaért felelos markerfehérjéket azonban nem sikeriilt
azonositaniuk a gélek kvalitativ kiértékelése soran (GORG et al, 1992a).

OSTERGAARD ¢és munkatarsai (2002) - Gorg 1992-es munkajabol kiindulva-
eréfeszitéseket tettek arra, hogy felkutassdk az arpaban a jo malatazhatosagért felelds
markerfehérjéket. Négy kiilonb6z6 malatazhatosagu arpafajta (’Barke’, *Harrington’, "Morex’,
"Regatta’) szemtermését és malatajat vizsgaltak 2-DE alkalmazéasaval pl 4-7 izoelektromos pont
tartomanyban ¢és referenciaként a legjobb soripari tulajdonsdgot mutaté dan ’Barke’ fajtat
hasznaltak. A kisérleteik soran azt tapasztaltak, hogy az arpa szemtermésben az a-amildz/tripszin
inhibitorok, a malataban pedig az egyik o-amildz izoenzim mutatott expresszios kiilonbséget a
fajtak kozott. Az egyes eltéré malatazhatosagl fajtak dsszehasonlitasara iranyulo kisérleteket a
tovabbiakban FINNIE ¢és munkatarsai (2004) folytattak a *Barke’ arpafajta ’Golden Promise’-sal
torténd Osszevetésével, melynek sordn az eltérést add fehérjék kozott kitinazt és kis moltomegii
hésokkfehérjékkel homologiat mutatd fehérjéket azonositottak. A kisérletet kibovitették az
iiveghdzban ¢s szant6foldon nevelt arpandvények proteomjanak Osszehasonlitasaval is. Ezen
felil FINNIE és munkatarsai (2006) a ’Barke’ és a ’Morex’ arpa szemtermés érése alatti

fehérjeexpresszios valtozasokat is Osszevetették, €s kiilonbségeket talaltak egyes fehérjék
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ideiglenes expresszidja kozott. Az érés kezdeti szakaszdban csak a ’Morex’ fajtaban volt
detektalhat6 a B-1,3 glikanaz G-I izoenzime, mely a "Morex’ fajta érését — egyes vizsgalatok
alapjan — meggyorsitja. Az enzim egyébként a fejlddés tovabbi szakaszaiban is kimutathato
mindkét fajtabol, de aratds idején mar alig detektalhatd. Hasonldan eltérd volt az expresszids
megjelenése egy peroxiddz izoenzimnek is, amely a "Morex’-ben az érés korabbi stddiumaban
volt megfigyelhetd, mint a Barke’ esetében. Ez alapjan az a kovetkeztetés vonhat6 le, hogy az
érés alatti fehérjeszintézisbeli valtozasok az egyes arpafajtak karakterisztikus jellemzdi (FINNIE,

2006).

2.1.3 Proteomikai eredmények az arpa kiilonb6z6 kornyezeti stresszhatasok elleni
védekezésében

A kilonbozé  stresszhatasok proteom szintjén torténd tanulmanyozasa egy Uj
tudomanyteriilet: a kornyezeti proteomika (environmental proteomics) (QURESHI et al, 2007).
Gazdasagi novényeink kozil féként a rizzsel (SARUYAMA és TANIDA, 1995; SALEKDEH et
al., 2002) kukoricaval (RISTIC et al., 1991; MAGNARD et al., 1995) és buzaval (ZHANG ¢és
RIECHERS, 2004) foglalkozik.

A Kkisérletek tobbnyire arra keresik a valaszt, hogy a kiilonb6zd stresszhatasokra hol és
milyen tipusu fehérjék expresszalddnak eltérd mennyiségben, €s ezek milyen hatassal vannak a
sejt metabolizmusara (QURESHI et al, 2007). A stresszhatasok fehérjék szintjén torténd
vizsgalata azért is kiemelt fontossagu, mert a transzkriptom szintjén kimutatott stresszvalaszok
20%-ahoz tartozo expresszios szekvenciarészletek (EST) funkcidja még ismeretlen (BOHNERT,
2001). Ezen kiviil a novényi védekezésben részt vevd fehérjék (PR-fehérjék, egyes protedzok és
proteaz inhibitorok) tanulményozasa ¢és azonositdsa nagy jelentOséggel bir élelmiszer- és
egészségtudomanyi szempontbdl is, mert ezen fehérjék egy részét élelmiszerallergénként tartjak

szamon (BREITENEDER ¢és RADAUER, 2004).

e A stressz definicioja

A megterheléssel jard - egy adott szervezetben a normalistdl eltérd viselkedéshez vezetd -
helyzet leirasara a novények esetében is a stressz kifejezést hasznaljuk (SZIGETI, 1998).
LARCHER (1987) a kovetkezoképpen hatdrozta meg: ,,a stressz egy olyan terheléses allapot,
amelyben a ndvénnyel szembeni fokozott igénybevétel a funkciok kezdeti destabilizacidjat
kovetden egy normalizalédason at az ellenallésag fokozddasahoz vezet, majd a tliréshatar

tullépésekor tartos karosodast vagy akar pusztulast is okoz”.
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A novényekre hato stressztényezdket tobbféleképpen csoportosithatjuk, az egyik szokasos
felosztas szerint beszEliink természetes (abiotikus) tényezokrol, valamint antropogén faktorokrol.
Természetesnek tekintjiik a természeti kornyezet spontan, de hirtelen vagy szélsdséges
megvaltozésait: a nagy fényintenzitast, a hohatést, a vizhidnyt, az 4svanyi tapanyagok hidnyat, az
alacsony homérsékletet, a hirtelen fagyot, a nagy sokoncentracidt stb. Mig antropogén
stressztényezOként tartjuk szamon a herbicideket, a 1égszennyezé anyagokat (kén- és
nitrogénoxidok, 6zon stb.), a savas esot, a talajsavanyodast, a toxikus nehézfémek feldusulasat, a
fokozott ibolyantuli (UV) sugérzast stb. A természetes és antropogén faktorok gyakran azonosak
is lehetnek (SZIGETI, 1998).

Masik szempont szerint beszéliink abiotikus (abiogén) ¢és biotikus  (biogén)
stressztényezokrol. Ez utdbbiak kozé tartoznak a ndvények parazitai: virusok, baktériumok,

gombak, de ide soroljuk az allatok ragasa altal okozott stresszeket is (SZIGETI, 1998).

e Hostressz

A homérsékletnek az egyes életfolyamatok intenzitasara gyakorolt hatisa jol ismert. Az
optimalis alkalmazkodas tartomanyan tuli homérséklet, azaz a hdség, illetve a nagy hideg
jelentdsen befolyasoljak az anyagcserét, a novekedést, a novény életképességét. A ndvény
szamara optimalis hémérséklet meghatdrozdsdhoz egyes enzimeket, mint pl. almasav-
dehidrogenaz és a gliikoz-6-foszfat-dehidrogendz enzimek Michaelis-allandojat (Ky) hasznaljak,
ami a novény termohelyének atlagos homérsékleti optimumaval jo korrelaciot mutat. Ennek
segitségével meghataroztak egy fajspecifikus, kinetikus hémérsékleti sdvnak (thermal kinetic
window) nevezett hdémérsékleti intervallumot, melynek hatarait az a két hdmérsékleti érték jeloli
ki, melyek kozott a Ky a minimalis hdmérsékleten mértnek kétszeresére nd. Az intervallum felsd
hatarértéke felett a novény hdstressznek van kitéve (SZIGETI, 1998). A Iétez6 harom
hérezisztencia-tipus koziil a szant6foldi ndvények a héérzékeny fajok kozé tartoznak, melyek
mar 30-40°C, de maximum 45°C-nal kérosodnak. A magas hémérséklet a membranok allapotat
novekedéshez sziikséges hdmérséklettdl magasabb héfok génexpresszios valtozast indit el, mely
soran hdsokkfehérjék (HSPs) keletkeznek (HOWARTH, 1991). A hdsokkproteinek vagy
hésokkfehérjék mar az optimalis hdmérséklettdl vald 10°C-os emelkedés esetén expresszalddnak
¢s molekularis dajkafehérje funkciot latnak el (NECCHI et al., 1987; SZIGETI, 1998).

A hosokkfehérjéket a szakirodalom molekulatomegiik alapjan kiilonbozteti meg, mely
szerint lehetnek nagy (80-100 kDa, HMW HSPs), kozepes (68-73 kDa, IMW HSPs) vagy kis
(15-20 kDa, kDa, sHSPs) molekulatomegti HSP-k. Az utdbbi csoport tagjait intracellularis
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lokalizaciojuk, dezoxiribonukleinsav (DNS) szekvencidjuk hasonlosaga, valamint immunoldgiai
reakciokban mutatott keresztreaktivitdisuk miatt hat géncsalad termékei kozé soroljak
(VIERLING, 1991). A sHSP-k pontos funkcidja még nem tisztazott, de feltételezhetéen
molekularis dajkafehérje szerepet toltenek be, nem sziikségesek a sejt cellularis funkcidjanak
ellatasahoz (SUN, et al.,, 2002). A HSP-k termelddése rendkiviil gyors és intenziv annak
koszonhetden, hogy ez a tiléléshez sziikséges valaszlépés. Képzddésiiket mar tobbféle novényi
szovetben, példaul szemtermésben, hajtasban és gyokérben is kimutattadk hdstressz hatdsara. A
kisérletekben feltiint, hogy az alkalmazott hdstressz idétartamatol fiiggéen valtozik a
hésokkfehérjék expresszios profilja (NECCHI et al., 1987). Ilyen fehérjék termelddését mas
stresszhatés is beinditja, ugymint az oxigénhidnyos allapot, aminosav-anal6gok, etanol, oxidativ
foszforilacid inhibitorai, nehézfémionok és mérgek jelenléte (MORIMOTO et al., 1990). A
szignal transzdukcioban (PICARD et al, 1990), abnormadlis fehérjék -elszallitdsdban
(ANANTHAN et al., 1986), hidrofob fehérjekomplexek szétszedésében (PELHAM, 1986),
Osszekapcsolodnak specifikus fehérjékkel (PINHASHI-KIMHI et al.,, 1986), valamint van
szerepiik fehérje és fehérjekomplexek athelyezésében és Osszegytiijtésében (CHIRICO et al.,
1988; DESHAIES et al., 1988) is.

A gabonandvények koziil a hdsokkfehérjéket elsdként kukoricaban (BASZCYNSKY et al.,
1982) vizsgaltdk, majd hamarosan cirokban (OUGHAM ¢és STODDART, 1986) és arpaban
(MARMIROLI, 1986) is sikeriilt kimutatni 6ket egydimenzids elektroforézissel. NECCHI
(1987) az arpa gyoOkerében és hajtdsdban vizsgalta egydimenziés SDS gélelektroforézissel
kiilonb6zé iddétartamu  40°C-os hokezelést kdvetéen a hdsokkfehérjék expresszidjanak
valtozasat. Megfigyelései alapjan a hokezelés idotartamatol fiiggden koran és késon (hat ora
mulva) szintetizalod6 HSP-ket kiilonboztetett meg.

MARMIROLI (1989) megfigyelései szerint a hdmérséklet emelkedésével az arpandvények
fehérjeszintézise fokozatosan a hosokkfehérjék (HSP-k) képzodése iranyaba tolodik el. Ezek a
hotlrést javitd, fajtatol és fejlodési allapottol fiiggd fehérjék kiilonb6z6é molekulatomegiiek,
képzddésiik szoros Osszefiiggésben van a termotolerancia kialakuldsaval (KRISHNAN et al.,
1989). A 38°C-nak kitett arpacsiranovények leveleiben két nagy (67-72 kDa-os) és négy kisebb
(17-21 kDa-os) molekulaji HSP jelent meg. Kis molekulatomegli HSP-k a membranfrakcidoban
is elofordulnak, ezért lehetséges a tilakoidmembranok részt vétele a korai HSP-k szintézisében
(CLARKE ¢s CRITCHLEY, 1990).

A hdstresszt a modern proteomika eszkdzeivel - a gabonandvények koziil - tobbek kozott a
blza magjaban tanulmanyoztak. MAJOUL ¢és munkatarsai (2003) a post-anthesis kiilonb6zd

stadiumaibdl vettek mintat és kimutattak a normal (18°C nappali/10°C éjszakai) és hokezelést
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(34°C nappali/10°C ¢jszakai) kapott buza (*Thesee’) szemtermésébdl a hdstressz hatdsat.
Kétdimenzios fehérjeelvalasztast kovetden Osszesen 37 olyan fehérjét talaltak, melyek
expresszioja  szignifikansan  valtozott a  hokezelés hatasara. A gliikoz-1-fosztat
adeniltranszferdznak, a szénhidrat szintézis egyik enzimének expresszidja a hd hatisara
csokkent. Ennek a fehérjének a mennyiségi valtozdsa is szerepet jatszhat abban, hogy a
szemtermés tomege hdhatdsra csokken. A hokezelés kovetkeztében szamos HSP szintézise
fokozddott, tobbek kozott a HSP70 és HSP90 csalad tagjaindl volt megfigyelhetd - a kontroll
mintahoz képest - expresszids valtozas. Ezen kiviil a ndvény védekezését segité CAT izozimnal,
valamint a sikiminsav anyagcsereut egy enziménél (DAHP szintetdz), a tarolt zsir
mobilizalasdban résztvevd enzimnél (dihidroflavonol-4-reduktdz), valamint a szénhidrat
szintézis enzimeinél (keményitdszemcséhez kotott glikogén szintaz prekurzor és GBSS), illetve
a glikogenézis és gliikkoneogenézis (gliikoz-6-foszfat izomerdz) enzimeinél is megfigyeltek
mennyiségi ndvekedést hd hatasara. Kovetkezd kisérleteikben a hohatast mar a buza szemtermés
viz-s6 oldhatd fehérjéinek szintjén tanulmanyoztdk (MAJOUL et al., 2004), minddssze egy Uj

fehérje indukciojat figyelték meg, mig szdmos fehérje expresszidjanak valtozasat tapasztaltak.

e Szarazsagstressz

VARGA-HASZONITS (1985) szerint a szarazsag: rovidebb vagy hosszabb ideig tarto szaraz
id6jaras. Az aszaly kifejezés alatt mindig hosszabb ideig tart6 és jelentés mértékii szarazsagot
jelol. A legtobb mezdgazdasagi szakember szerint szarazsag alatt a vizhianyos iddjarasi helyzet
értendd (azaz meteorologiai fogalom), mig az aszaly foként agrondmiai fogalom. E megkdzelités
alapjan az aszaly a szarazsag kovetkezményeként 1ép fel (SZASZ, 1988). SZIGETI (1998)
szerint a szarazsagstressz az az allapot, amikor nem 4&ll elegendd, megfeleld termodinamikai
allapotban 1év0 viz. a novény rendelkezésére. Gazdasagi novényeink nagy tobbsége a vizhianyra
érzékeny ndvények csoportjaba tartozik. A vizhiany kovetkeztében az arpandvények szaraban nd
a lignin és csokken a fehérjetartalom (LEINHOS és BERGMANN, 1995).

A sostresszhez hasonldéan az arpandvények szarazsdgban is abszcizinsavat (ABA)
koncentralnak, ami prolinfelhalmozast valt ki (STEWART és VOETBERG, 1985), de betain
(HANSON ¢és NELSEN, 1978), valamint poliaminok (TURNER ¢és STEWART, 1986)
gyarapodasat is megfigyelték. A vizstressz altal az arpa csiranovényekben indukalt ABA a
felelés a 14,2-22,6 kDa-os polipeptideket (dehidrineket) kodolé cDNS-ek ( Rab gének)
felszaporodasaért is (CLOSE et al. 1989).

Az egyszikli novények kozil SALEKDEH és munkatarsai (2002) mar rizsben is

tanulméanyoztdk proteomikai moddszerekkel a szdrazsdg hatasat. Kisérleteikben a
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fotoszintézisben, a sejt elongdcidban, a metabolizmusban ¢és a lignifikacidoban részt vevd fehérjék
szintjén tapasztaltak expresszids valtozast. Ezek koziil két fehérjérdl, az aszkorbat-peroxidazrol
(APX) és a Cu-Zn szuperoxid-dizmutazrol (SOD) allapitottdk meg, hogy a szarazsag soran

fellépd stresszvalasz markerfehérjéi.

e Kadmiumstressz

A kadmium a milanyag-, a festék- és peszticidgyartas, valamint az akkumulator-gyartas
fontos anyaga, az egyik legtoxikusabb nehézfém Sajnos a bioszféra nehézfémterhelése, igy
kadmiumszennyezettsége is tobbszordsére nétt az elmult évtizedekben. 1999-es adatok alapjan
éves kibocsatasa elérte a 29190 tonna/év értéket (TOPPI és GABBRIELLI, 1999).

A kadmium a legkdnnyebben felvehetd nehézfém, felvételét befolydsolja: a talajban
talalhat6 kadmiumvegyiilet tipusa és koncentracidja, a talajkémhatés, mas elemek (pl. a Zn), a
komplexképzOk és a szerves humusz jelenléte, a kornyezeti tényezOk (talajhdmérséklet),
valamint a novényfaj és a novény kora (SZIGETI, 1998).

A talajokba kertilt kadmium a novények gyodkerén €s levelén keresztiil akkumulalodik, majd
jut be a taplaléklancba, ahol az allatok, majd végiil az ember egészségi allapotat is veszélyezteti.
Ezen kivil miianyag eszkozokkel, csomagold anyagokkal érintkezd élelmiszerekkel és a
dohanyfiisttel is bejuthat a szervezetiinkbe, ahol a vesékben raktarozédik, és gatolja a
cinktartalmu enzimek miikodését, felboritja a kalcium-foszfor egyensulyt, ami tobbek kozott
csontritkulashoz vezet. Ezen kiviil karcinogén hatasat is igazoltdk mar. Japanban részben a rizs
magas kadmiumszennyezettségének tulajdonitottak az egyes helyi kdzosségekben nagy szamban
eléforduld vesekarosodast, valamint a novekedett elhaldlozast a Jinzu folyd mentén (ISHIHARA
etal., 2001).

A kadmium legismertebb karositd hatdsai a novényi sejtmembranok degradacidja, a klorozis
¢s a torpendvekedés (SIMON-SARKADI et al.,, 2003). A sejtekben a fehérjék aminosav
oldallancain, szulthidril- ¢és anionos-csoportokhoz kotédve denaturacidot okoz, vagy
metallotioneinekhez kapcsolddva felhalmozddik, s lassan iiriil a szervezetbdl. A kadmium azéltal
gatolja a klorofill-bioszintézist, hogy a protoklorofillid reduktdz szulfhidrilcsoportjahoz kotddik,
illetve a fotoszintézisre is tobb ponton gétld hatassal van (fotokémiai rendszer I (PSI) oxidalo
oldala, fotokémiai rendszer II (PSII) redukél6 oldala, Calvin-ciklus tobb reakcidja) (SZIGETI,
1998). A folyamatos expozicid vagy a kornyezeti feltételek valtozasa kovetkeztében az
¢lélényekben a fém akkumulaldédik (ABRAHAM et al., 1999), és bar nem redox-aktiv fémion,
oxidativ stresszt okoz (HEGEDUS et al., 2001).
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SIMON-SARKADI ¢és munkatarsai (2003) kiilonboz6 koncentracioji kadmiumkezelések
hatasat kovették nyomon a btiza levélében és gyokerében a tomeg, a hossz, a szarazanyag-
tartalom, a kadmiumfelvétel és a szabad aminosav-tartalom valtozasdnak vizsgalataval. A
kiilonb6z6é dozisu nehézfémstressz kovetkeztében a vizsgalt paraméterek alapjan szignifikans
kiilonbségeket tapasztaltak. A kadmiumos kezelés - a dozistol fiiggden - a levél hosszanak és
tomegének csokkenéséhez vezetett, nagyobb koncentracidban jobban gatolta a ndvekedést,
kisebb koncentracidoban pedig nagyobb foku regeneralodast figyeltek meg. A buzandvény szabad
aminosav-tartalma, - mind a levélben, mind a gydkérben - kadmiumkezelések hatdsara 1,5-2-
szeresére novekedett, mely a regeneracid utdn tovabbi (1,5-szoros) ndvekedést eredményezett
(SIMON-SARKADI et al., 2003).

HAJDUCH ¢s munkatarsai (2001) egy rizsfajta (Nipponbare) levelét kezelték kiilonbozo,
nagy koncentracioji nehézfémekkel, tobbek kozott kadmiummal, és ezek hatdsat
tanulméanyoztdk proteomikai modszerekkel. A kisérletiikben igazoltdk, hogy a nehézfémek a
fotoszintézist részlegesen karositottdk, mivel a ribuldz-1,5-biszfoszfat-karboxilaz-oxigenaz
Ezen kiviil szdmos - a védekezéssel és stresszel Osszefliggésbe hozhatd — fehérje (PRS és PR10
csalddok tagjai és a szuperoxid-dizmutaz (SOD)) expresszids valtozasara is kihatdssal volt a
nehézfémkezelés. Tovabba szamos novényben azt is megfigyelték, hogy kadmium hatésara 10-
70 kDa méretli stresszfehérjék expresszalodnak (TOPPI és GABBRIELLI, 1999), arpaban és
kukoricdban kadmiumstressz kovetkeztében pedig hdstresszre indukdloddé Hvhsp 17 gén is

kifejezédott (LUPOTTO et al., 1995).

2.2 Proteomika

2.2.1 A proteomika jelentésége

A proteomikatudomany célja: a gén- és a sejtfunkciok kozvetleniil a fehérjék szintjén térténd
megértése, illetve a sejt vagy szovet altal expresszalt fehérjék analizise ¢és karakterizalasa
meghatarozott kisérleti koriilmények kozott egy adott iddpillanatban (WILKINS et al., 1996).
Ennek a tudomanydgnak a kezdete az 1990-es évekre, a hagyomanyos kétdimenzios
elektroforézis elterjedésére tehetd. A proteomikara az igazédn forradalmasité hatast a
sejtciklus kiilonbozé szakaszai, a novekedés vagy egy kiilsé stimulus hatdsara bekovetkezd

valtozasok nyomon kovetésére hasznaljak (GULCICEK et al., 2005).
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A fehérjék tanulmanyozasa nemcsak sziikséges, hanem nélkiilozhetetlen szerepkorrel bir a
funkcionalis genomikai kutatasokban (GEISOW, 1998). A proteomika a proteom, vagyis az €16
szervezetben eléforduld Osszes - szerkezetében akar a legkisebb mértékben eltéré - fehérje
megismerésével foglalkozé tudoményteriilet, amely a genommal kapcsolatos kutatds mintéjara,
annak kiegészitdjeként jott 1étre, de ma mar a genomikatol fiiggetlen, 6nalld diszciplina.

A proteomika kifejezése az elmult években egy kissé kibdviilt: most méar nemcsak a
meghatarozott koriilmények kozott expresszalt fehérjék vizsgalatardl és kiilonbozé fajokbol és
fajtakbol szarmazd proteomok Osszehasonlitdsat fedi le, hanem funkcionalis és strukturdlis
proteomikai vizsgalatokra is széleskortien hasznalt. A funkcionalis proteomika a fehérjefunkciok
megértésére szolgal, a fehérjék specialis funkcionalis csoportjaik és mas molekuldkkal torténd
interakcidinak a feltérképezésével foglalkozik, mig a strukturdlis proteomika a fehérjék és
fehérjekomplexek negyedleges szerkezetének kutatasat célozza meg (FIGEYSS, 2003).

A Nobel dijas Edmond H. Fischer igy nyilatkozik a proteomika jelentéségérdl: ,,A genom
szekvenalasaval csak kovetkeztetni tudunk a képzddd fehérjékre, de nem tudhatjuk, hogy hol,
mikor €s milyen koncentracidoban keletkeznek” (FISCHER, 1997).

A genomprojekteknek  koszonhetden méara mar tobb éldlény genomjanak a
nukleotidszekvencidjat ismerjiik, kovetkezd feladatunk a génfunkciok minél részletesebb
megértése a funkciondlis genomikai kutatasok altal (HEITER ¢és BOGUSKI, 1997) a
transzkriptomika, a proteomika €és a metabolomika eszkdztaraval (AGRAWAL és RAKWAL,
2006).
transzkriptom, a proteom €s a metabolom szintjén is mind mennyiségi, mind pedig mindségi
szempontbol (QURESHI et al., 2007).

A proteomika tudomdnyédnak igazdn nagy jelentdsége abban rejlik, hogy a genom és a
transzkriptom altal kodolt és a fehérjék szintjén megvaldsuld jeltovabbitast, szabalyozast,
enzimatikus aktivitdst és szerkezeti funkcidkat kozvetleniil a proteom szintjén teszi
vizsgalhatova (QURESHI et al., 2007).

Csak genomikai eszkozokkel az expresszalt fehérjékrdl és azok modosultsagi allapotardl
nem kaphatunk informéciot (ANDERSON és ANDERSON, 1998.). Ez részben annak is
koszonhetd, hogy a proteom a genomnal sokkal kompexebb felépitésii. A fehérjék képzddésiik
¢s funkcionalitdsuk megszerzése folyaman érésen mennek at, melynek oka egy poszttranszlacios
szabalyozas, amely a keletkezd fehérje mennyisége €s a hirvivé ribonukleinsav (mRNS) szintje
kozotti korrelaciot felboritja (GYGI et al., 1999b). Mai tuddsunk szerint tobb szazféle
(megkozelitleg 300) kémiai modosulas kdvetkezhet be a riboszomakon tortént fehérjeszintézist

kovetden, mely az adott fehérje funkciojat és helyét is meghatarozhatja. Ezen modositasok miatt

24



Siille Andrea

a gének szdmanal nagysagrendekkel tobb fehérje fordulhat el a sejtben (GULCICEK et al.,
2005).

Az elmult években a proteomika vizsgalati lehetdségei olyan mértékben fejlodtek, hogy most
mar lehetdség nyilik arra is, hogy sejtbdl, szovetbdl, bioldgiai folyadékmintdkbdl szarmazo
fehérjéket azonositani, karakterizalni tudjunk, valamint ezen fehérjék relativ mennyiségét is
meghatarozzuk. Mindez a kiilonféle tudomanyteriiletek - mint a molekularis- és sejtbiologia,
fehérje-/peptidkémia, bioinformatika, analitikai €és bioanalitikai kémia, a kromatografids és
elektroforetikus elvalasztastechnikdk, valamint a tomegspektrometria - szoros egyiittmiikodése

és integracidja nélkiil nem johetett volna létre (GULCICEK et al., 2005).

2.2.2 A proteomika novénybioldgiaban elfoglalt szerepe

A novénybiologidban az Arabidopsis thaliana (L) ¢és a rizs 2000-ben torténd
genomszekvencidjanak meghatdrozadsa hatalmas mérfoldké volt. A genom altal nyujtott 0j
informaciokkal rengeteg kutatasi lehetdség ¢és ujabb kihivasok nyiltak meg a ndvénybiologia
szédmara a posztgenomika korszakéaban.

A kutatasok legnagyobb hanyada a proteomika referencia ndvényeinek tekintett rizs és ladf
proteomjanak feltérképezésével foglalkozik, mivel ezek génszekvencidja teljes ismert.

A novényi proteomika kezdete az 1990-es évekre tehetd, habar novényi fehérjékkel
kapcsolatos kisérletek mar 1970 6ta zajlanak (THIELLEMENT et al., 2002). A gabonandvények
koziil a publikaciok foként a buza (SKYLAS et al., 2001; HORVATH-SZANICS et al., 2000) ,
az arpa (GORG et al., 1988; FINNIE et al., 2002; FINNIE et al., 2006) , a kukorica (GODAY et
al., 1988; MECHIN et al., 2004) és a rizs (AGRAWAL és RAKWAL, 2006; LEE et al., 2007)
proteomjaval foglalkoznak.

A proteom analizdlasa egy nagyon jO eszkdz arra, hogy kiilonbozé ¢és komplex
fehérjetartalmit mintdkat Osszehasonlithassunk, vizualizalhatova tegyiink, és egyes fehérjék
specifikus bioldgiai folyamatokban betoltott szerepét tanulmanyozzuk.

Az elmult évek proteomikai tanulmanyai foként a ndvényi genom 4ltal a szdveti
differencidlodas ¢és fejlodés alatt végbemend fehérjeexpresszido nyomon kovetésére iranyultak,
valamint adott szovetekben, sejtekben, sejtszervecskékben kifejez6dott fehérjék vizsgalatara
korlatozodtak (KRISTOFFERSEN és FLENGSRUD, 2000; THIELLEMENT et al., 2002).

A buza szemtermésének proteomikai vizsgalatai a kezdetben a fajtak megkiilonboztetésére
iranyultak (DUNBAR, 1985), melyet az endospermium proteomjanak részletes feltarasa kovetett
(SKYLAS et al.,, 2001; ISLAM et al., 2002). Ezen feliil megvizsgaltdk a fehérjeszintl

valtozasokat a buza szemtermés fejlédése soran, melyet Osszevetve az érett gabona
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szemtermésébdl szarmazd  fehérjemintazattal, 250 fehérjét azonositottak a fejlodd
endospermiumbol (VENSEL et al., 2005).

A rizs kapcsan az els6 proteomikai kisérletek az embrid és az endospermium fehérjéit
tanulméanyoztadk (KOMATSU et al., 1993), melyet az egyes novényi részek (levél, gyokércsucs,
hajtas, szemtermés, pelyva, korpa) proteomikai vizsgalataval bovitettek ki (TSUGITA et al.,
1994, 1996). KOLLER ¢és munkatarsai (2002) 2528 fehérjét azonositottak, melybdl 877
szarmazott a rizs szemtermésébol, a fennmaradd rész pedig a levél és a gyokér proteomjat
karakterizalta. Ezen feliil pedig sziiletett néhany olyan publikécio is, mely példaul a jazmonsav

szerepére kereste a valaszt a rizs védekezési jelrendszerében (RAKWAL ¢s KOMATSU, 2000).

2.3 A proteomikaban hasznalatos vizsgalati moédszerek

2.3.1 Az elektroforézis alkalmazasa a fehérjék elvalasztasaban

Az elektroforézis tobb mint 100 évet feloleld torténete igen gyors fejlodést és sokréti
alkalmazasi teriiletet jelez. Az elektroforézisnek, mint elvalasztasi modszernek az az alapja, hogy
a toltéssel rendelkezd vegyiiletek az elektromos mezd hatdsdra elmozdulnak. A fehérjék
amfiprotikus molekuldk, ezért frakciondlasukra és szerkezetvaltozasuk nyomon kovetésére az
elektroforetikus modszerek rendkiviil alkalmasak (HAJOS és IDEI, 2001). Az elektroforézis els6
irodalmi megemlitése LODGE (1886) téziseibdl szarmazik.

A modern elektroforetikus technikak sziiletése 1937-re tehetd, amikor TISELIUS (1937)
els6ként leirta a szabad folyadékfazisban mozgo ionok alapelvére épiild, a mozgd hatarfeliiletek
technikdjanak lelkét alkotd U-cs6 miikodését, melyért 1948-ban Nobel-dijat is kapott. Az
elektroforézis torténetében a masik kiemelkedé esemény az volt, amikor Svensson 1959-ben
megalkotta az izoelektromos fokuszalas alapelméletét (HAJOS és IDEI, 2001).

A mozgo6 hatarfeliiletek modszere volt torténetileg az elsd, kidolgozott és széles korben
alkalmazott elektroforetikus technika. E megoldas alapja az, hogy a részecskék vandorlasa
szabadon, oldatban megy végbe az elektromos erdtér hatasara. Az eljarast hamarosan felvaltottak
a hordoz6 kozeget tartalmazo elektroforetikus modszerek. Kotott elektroforézisnek vagy zoéna-
elektroforézisnek nevezik e stabilizalt elektrolittal miikodd technikat. Az alkalmazott szdmos
hordoz6 anyag egy része inert, aramlasgatld és kizardlag hordozd szerepet jatszik. A hordozo
kozeg gyors térhoditasat az a rendkiviili elénye biztositotta, hogy csokkenti az aramlassal
kapcsolatos inhomogenitasokat és a diffiiziot oly mértékben, hogy az elvéalasztott komponensek

a maximalis felbontoképességnek megfeleld legélesebb zonakat eredményezik.
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Az izotachoforézist allandd sebességili ion-vandorlasnak vagy eltolodasos elektroforetikus
moddszernek is nevezik. Ez az elektroforetikus technika a molekulakat toltés-kiillonbségeik
alapjan valasztja el, tobbnyire nem gélszlirésre alkalmas kozegben. Az analitikai
elvalasztasoknal folyadékkal toltott kapillaris csoveket, poliakrilamid gél hengereket vagy
réteget hasznalnak.

A fehérjék, illetve peptidek hagyomanyos poliakrilamid gélelektroforézissel vald
elvalasztasa a toltésiiktol és a méretiiktdl egyarant fiigg. Ha a poliakrilamid gélelektroforézist
natrium dodecil-szulfat (SDS) jelenlétében végezziik, akkor az elvélasztas kizardlag a molekula
méretétdl figg. Az SDS a részecskéket negativ toltésfelhdvel ugy burkolja be, hogy a
polipeptidek jellegzetes sajat toltése nem juthat érvényre. Az SDS egységnyi polipeptidhez
alkalmazott mennyisége jelentSs szerepet jatszik az elvalasztasban (DELINCEE és HAJOS,
1984). A poliakrilamid gél kiilonleges elénye az, hogy a gélek Osszetétele az akrilamid és az
N,N’-metilén-biszakrilamid arannyal az igényeknek megfelelden jol ellendrizhetéen
valtoztathatd. A pérusméret az akrilamid koncentracido ndvekedésével csokken. A poliakrilamid
gélelektroforézist - SDS jelenlétében — nem csupan a fehérjék molekulatomegének
meghatarozasira hasznéljdk, hanem addig ismeretlen fehérjék detektdlasira és bioszintetizalt
fehérjék azonositdsara, kvantitativ kimutatasara. A poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE és
SDS-PAGE) jelent0s szerepet jatszik az ¢€lelmiszeranalitikdban, ahol fehérjék azonositdsara,
idegen fehérjék kimutatdsara, fajta-vizsgalatokra ¢és fehérjék szerkezetében bekovetkezo
valtozasok nyomon kovetésére egyarant alkalmazzak.

Egyes arpafajtakat hordein fehérjéik elektroforetikus mintdzata alapjan COOKE (1984) akart
megkiilonboztetni  elektroforetikus modszerek hasznalatdval - mint savas ¢és bazikus
elektroforézis, SDS PAGE ¢és izoelektromos fokuszalas (IEF) -, de az egyes arpafajtdkat a
hordein mintazatuk alapjan csak f6 csoportokba tudta osztani. Ezt kovetéen SHEWRY
munkatarsaival (1985) 164 arpafajta hordein fehérjéit elektroforetikus mintazatuk alapjan 32
csoportba soroltak, melyet késébb a hordein fehérjék molekulatomege és aminosav-tartalma
alapjan négy csoportra csokkentettek, melyek "A", "B", "C" és "D" hordein elnevezést kaptak. A
"B" és "C" hordeint az arpafajtdk elektroforetikus modszerekkel torténd azonositdsara és
megkiilonboztetésére hasznaltak fel. NIELSON és JOHANSON (1986) a dan arpafajtakat mar az
enzim ¢és izoenzim mintazatuk alapjan probaltdk megkiilonboztetni, mely probalkozas sikerrel
jart, hiszen 66 arpafajtabol 33-at tudtak azonositani. Azonban modszeriik a tobbféle gélrendszer

¢s festési mod alkalmazasa miatt tul munkaigényes megoldasnak bizonyult és nem is terjedt el.
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2.3.1.1 Kétdimenzios elektroforézis (2-DE)

A proteomikanak tobb analitikai eszkoze is van, de mar évek 6ta a 2-DE a legelterjedtebb
szeparacios technikdja, mely annak koszonhetd, hogy a 2-DE gélek nagy felbontoképességgel
rendelkeznek ¢és képesek egészen komplex fehérje mintak elvalasztasara is. A szepardcid soran
kapott fehérjefoltok pedig konnyedén vizualizalhatdak és tomegspektrométerrel azonosithatoak.
A 2-DE pozitivumai mellett azonban néhany negativummal is bir (mint példaul a nagy 1d6 és
munkaigénye), melyek miatt az utébbi években az Ggynevezett gélmentes,
folyadékkromatografias modszerek is szinre 1éptek a fehérjék nagyhatékonysagu elvalasztasara.
Ezen modszerek a 2-DE alternativ modszereinek, vagy pedig az azt kiegészité modszereknek
tekinthetdk.

A 2-DE technikdja két elektroforetikus folyamatbol, vagyis az els6 dimenziot ado
izoelektromos fokuszalasbol (IEF) és az azt kovetd masodik dimenziobodl, a molekulatomeg
szerinti elvalasztasbol tevddik Ossze. A technikat eldszor 1969-ben irta le MACKO és
STEGEMANN (1969) burgonya fehérjéinek vizsgalatara (1969), de igazan sikeresen KLOSE
(1975) ¢és O’FARRELL (1975) tudtdk alkalmazni mar egy sokkal hatékonyabb minta-
elokészitési procediraval. A 2-DE rengeteg apro 1épése mind kihatdssal van a kapott fehérje
mintazatra, mely a kisérletek reprodukalhatosagat erdsen befolyasolja. ANDERSON és
ANDERSON (1978) a 2-DE reprodukalhatésaganak javitasa érdekében fejlesztette ki az ISO-
DALT néven ismertté valt rendszert, mely tobb gél egyszeri Ontését és futtatasat tette lehetove.
Ezen erdfeszitést a rogzitett pH-gradiens megalkotasa kovette BJELLQVIST ¢és munkatérsai
(1982) altal, akik a gél polimerizacioja alatt a pH-gradienst alkotd akrilamid pufferek akrilamid
matrixhoz torténd kovalens kotésével jelentds problémakon lettek urra. Tobbek kozott a carrier
ampholitok gyartasi tételenkénti eltérése, valamint a mintdk eltérd fehérje- és sotartalma altal
okozott pH-gradiens eltolédas és igy a nem megfeleld izoelektromos fokuszalds probléméjat
sikeriilt megoldaniuk.

A 2-DE-t az arpa proteom vizsgalatira els6ként SHEWRY ¢és munkatarsai (1983)
alkalmaztdk az alkoholban oldhaté hordein frakcié vizsgilatira, majd pedig GORG és
munkatarsai (1988), HURKMAN ¢s TANAKA (1988), valamint FLENGSRUD ¢s KOBRO
(1989) vizsgalatai bovitették az arpa fehérjéivel kapcsolatos ismereteket. A technikat kés6bb
kiterjesztették az endospermium vizoldhato fehérjéinek (KRISTOFFERSEN és FLENGSRUD,
2000) ¢és a foként keményitészemcsékhez kotddo tartalék fehérjék vizsgalatara (WEISS et al.,
1991; DARLINGTON et al., 2000).

Napjainkban a kétdimenzids elektroforézist a névénybiologidban egyrészt a ndvény fejlodése
és kiilonboz6 biotikus és abiotikus stresszhatdsok génexpresszids valtozasainak fehérjék szintjén

torténd  vizsgalatara, masrészt genetikai kiilonbségek ¢és filogenetikai  kapcsolatok
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megallapitdsdra hasznaljak (THIELLEMENT et al., 2002). Ezen kiviil segitségével
poszttranszlacios valtozasok (PTM) bekovetkezését is figyelemmel lehet kisérni, hiszen ezek a

fehérjék toltésére és molekulatomegére is kihatassal vannak (AGRAWAL és RAKWAL, 2006).

e lzoelektromos fokuszalas

A 2-DE els6é dimenzidja, az IEF soran a fehérjék a pH-fiiggd zérd toltésiiknek megfelelden,
vagyis izoelektromos pontjuk alapjan szeparalodnak, és az izoelektromos pontjuknak megfeleld
helyen a gélben éles savot adnak. A fokuszalas egy immobilizalt pH-gradiensben (IPG) torténik,
melyet kiilonboz6é pufferolé komponensek generalnak, amik kovalensen koétddnek a pordzus
poliakrilamid gélekhez (CORBETT et al., 1994). Ezen immobilizalt pH-gradiensek egészen
széles pH-tartomanyban —pH 2,5-t61 pH 12-ig- rendelkezésre 4allnak, és kereskedelmi
forgalomban hozzaférhetéek. Az IPG gélcsikokra felvihetd fehérje mennyisége 100-500 ng
kozott valtozhat, a pH-gradiens szélességétdl, a szeparacidés Ut hosszatol, a fehérjeminta
komplexitasatol, valamint az alkalmazott festési modszertdl fiiggden. A fehérjék pH-gradiensben
torténd IEF szepardldsa magas fesziiltségen tobb orat vesz igénybe, ahol az dramerdsség értéke
altalaban 50 pA/IPG gélcsikra korlatozodik. A futtatas elsd szakaszaban alkalmazott 50-100V
(>3500V) mar a fehérje¢k elvalasztdsdhoz sziikséges. A fokuszalasi id6 egyik kritikus pontja a
szeparalasnak, hiszen tal rovid ideig torténd fokuszalas horizontalis csikozottsagot eredményez a

gélen, a tul hosszu pedig viz lecsapddasat okozza a gélcsikok feliiletén (GORG et al., 2000).

e SDS-PAGE

A 2-DE masodik dimenzidja az SDS-PAGE, mely a fehérjéket molekulatomegiik alapjan
szeparalja. A masodik dimenziét megelézéen az IPG gélcsikok két 1épésben equilibralhatoak
abbol a célbodl, hogy az SDS-sel teljes mértékben kdlcsonhatasba keriiljenek. Az equilibralas elsd
Iépéseként DTT-t, majd a masodik lépésében iodoacetamidot kell adni. Ezt kdvetden pedig
megtorténhet a molekulatomeg szerinti elvalasztas a gélcsikok horizontélis vagy vertikalis SDS
tartalmi gélekre helyezésével (GORG et al., 2000).

A kétdimenzios elektroforézist kovetden az elvalasztott fehérjéket lathatova kell tenni a
gélen. Erre a célra univerzalis vagy specifikus festési modszerek allnak rendelkezésre. A
legéltalanosabban hasznalt univerzalis festékek a Coomassie Brillant Blue (CBB), az eziistfesték
¢s a fluoreszcens festékek (Sypro Ruby, DIGE). A kiilonb6z6 festési modok szenzitivitdsukban,

dinamikus tartomdnyukban, reprodukalhatésagukban ¢és tomegspektrometria (MS) alapt
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technikdkkal valo kompatibilitasukban térnek el egymastol. Ez utdbbi célra a leginkdbb
hasznalhato festék a CBB, ugyanakkor az eziist €s a fluoreszcens festékek érzékenyebben festik
a fehérjéket. A CBB érzékenysége 10-100 ng fehérje (PATTON, 2002). A specifikus festési
médok a fehérjék poszttranszlacidos moddosuldsainak (glikolizacid, foszforilacido stb.)
detektalasara szolgdlnak kozvetleniil a kétdimenzids gélben vagy blottolast kovetden egy
immobilizalt membranon. Ide tartoznak az példaul. az antitestek, lektinek vagy egyes
fluoreszcens festékek, mint példaul a ProQ Diamond a foszforilalt fehérjék megfestésére (GORG
et al., 2004).

A kétdimenzios gélek informécio tartalmanak novelése érdekében fejlesztették ki UNLU és
munkatarsai (1997) a differencial kétdimenzids gélelektroforézist (DIGE), mely soran két
forrasbol szarmaz6, kiilonbozoé fluoreszcens festékekkel kovalensen jelolt fehérje mintat
Osszekevertek és egy gélen futtattak. A kiilonbozdképpen expresszalt fehérjék konnyedén
megkiilonboztethetdek, igy az Osszehasonlitd proteomikénak a DIGE egy kivalod eszkoze. A
novények koziil elsé izben paradicsom fehérjéinek vizsgalatara probaltak ki ROSE és

munkatarsai (2004).

e A minta elokészitése

A kétdimenzios elektroforézis eldnyei kozott szamon tartott nagy felbontdoképesség
eléréséhez megfelelé mintaeldkészitést kell alkalmazni, ahol a minta vizsgalni kivant fehérjéi
megfelelden oldott allapotuk mellett redukalt allapotban is vannak, valamint aggregatumokat
nem tartalmaznak. Csak megfeleld minta-elokészitéssel érhetjiik el az egyedi, aggregacio nélkiili
polipeptidek elvélasztasat (GORG et al., 2004).

A sejtek feltarasakor az ozmotikus, detergenssel torténd, vagy enzimatikus lizis koziil
valaszthatunk, de ezenkiviil hasznalhatunk ultrahangot, nagy nyomassal torténd kezelést,
valamint homogenizacidt. A sejtlizis folyaman szdmos olyan proteolitikus enzim, sé, zsir,
nukleinsav, poliszacharid szabadul fel, mely a fehérjék izoelektromos pontjuk alapjan torténd
dializissel a somentesités érdekében, valamint zsirtalanitdst is lehet hasznalni a lipid
eltavolitasdhoz, és acetont a fehérjék kicsapasa céljabol. A novények ebbdl a szempontbodl
kiilondsen problematikusnak szamitanak, hiszen nagyon sok protedzt és szamos olyan
komponenst is (sejtfal polifenoljai, valamint poliszaharidok, rostok, lipidek és szamos
masodlagos anyagcsere-termékek) tartalmaznak, melyek a proteomikai analizisre zavard hatassal
vannak. Ezen komponensek eltavolitdsdra és a fehérjék kicsapédsa céljabol széles korben

hasznaljak a triklor-ecetsav (TCA) €s aceton kombinacidjat (WATSON et al., 2003), valamint a
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fehérjék oldatba vitelére a fenolos extrakcidt és az azt kovetd metanolos vagy ammonium-
acetatos kicsapast (HAJDUCH et al., 2005).

A fehérjéket az eredeti toltésiik megtartasa mellett kell a mintaelokészités soran oldatba vinni
¢s mindenféle inter ¢és intramolekularis kapcsolattol megszabaditani. A minta feloldasa 2-DE
esetén altalaban chaotropokat, detergenseket és redukald éagenseket tartalmazo pufferekben
torténik. Chaotropként a legtobb esetben ureat €s thio-ureat hasznalnak, melyek az inter- és
intramolekularis kolcsonhatasok felbontasdban nagyon hatdsosak. A tio-urea kiilondsen a
hidrofob molekularis kapcsolatok felbontdsdban hatékony, de felhasznélasa kis vizoldékonysaga
miatt limitalt. gy a fehérjék feloldasara vagy csak 9 M ureat hasznalnak, vagy 5-7 M ureat 2M
thio-urea kombindciojaval. Az urea vizes oldatokban ammonium-izocianattal fordul eld, mely a
fehérjék aminocsoportjaval 1ép reakcioba, és csokkenti a fehérjék oldékonysagat. Az
ammonium-izociandt eliminalasa érdekében hordozé amfolitot adnak a minta pufferébe (GORG
et al., 2004).

A fehérje alegységek kozotti hidrofob kolcsonhatasoknak, valamint a fehérjék
mintapufferben. A 2-DE-ben egy kozismerten hasznalatos anionos detergens az SDS, melyet
csak nagyon alacsony koncentracioban (0,2%) alkalmaznak. Nem ionos és ikerionos detergensek
koziil a NP-40, a Triton X-100 és a CHAPS terjedtek el a fehérjék oldatba vitelére.

Redukal6 agenseket a diszulfid kotések redukcidja és az Gjra oxidacid elkeriilése érdekében
kell hasznélni. Erre a célra feleslegben ditiotreitol (DTT) vagy ditioeritritol (DTE) hasznalata
javallott (GORG et al., 2004).

e A kétdimenziods elektroforézis gyenge pontjai

Annak ellenére, hogy a kétdimenzios elektroforézist nagy felbontd képesség jellemzi, van
n¢hdny olyan hatranyos tulajdonsdga is, mely egy atfogod, az adott proteomot jellemzd teljes
informacionak gatat szab. Az egyik ilyen gyenge pontja az, hogy csak azon izoelektromos pont
fehérjék detektalhatdak a segitségével, melyek a gyartd cégek altal hozzaférhetd IPG-gélcsikok
pH tartomanyéaba esnek. Az IPG-gélcsikok elég széles, igy példaul pH 3-10 intervallumban is
rendelkezésre allnak, de a sz¢€1s6 értékekhez kozeli izoelektromos pontt fehérje (pH 4 alatt, vagy
pH 8 felett) csak ritkan detektalhato a kétdimenzios gélen (GORG et al., 2004).

Ezen kiviil a kétdimenzids gélek dinamikus tartomanya kicsi, ami azt jeleni, hogy a kis
mennyiségben jelenlévd fehérjék csak nehezen detektdlhatoak. Ennek kikiiszobolésére kis pH-
tartomanyt atfogd IPG-gélcsikokat lehet hasznalni, melyekre nagyobb fehérjemennyiség vihetd

fel. fgy a mintaban kisebb mennyiségben jelenlévé fehérjék is lathatova tehetok. Az
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érzékenységet a sziilkebb pH-tartomanyt gélcsikok hasznalata mellett, még egy, a minta-
el6készitésbe beiktatott eldfrakcionalési 1épéssel is novelhetjiik (GYGI et al., 2000).

Meg kell jegyezni tovabba azt a tényt is, hogy a hidroféb vagy membranfehérjék, melyek
akar a sejtben eléfordulo fehérjék 30%-at is kitehetik, a kétdimenzids elvalasztdsokban nagyon
alul reprezentaltak. Ez részben annak koszonhetd, hogy nehezen oldodo fehérjékrdl van szo,
melyek aggregatumok képzésére is hajlamosak. fgy mar a minta elkészitése folyaman, majd a
fokuszalas lépésében ¢és a kétdimenzids gélbe torténd atvitel soran is elveszhetnek. Ezen
probléma kikiiszobolésére célszeri a mintaoldd pufferbe tio-uredt és tobbek kozott
amidoszulfobetain-14-et (ASB-14) adagolni (MOLLOY, 2000) és mindezt egy intenziv
extrakcidval (MOLLOY et al., 1998) vagy pedig egy el6frakcionalassal kombinalni (STASYK
¢s HUBER, 2004).

2.3.2 A proteomika egyéb nem gél alapu vizsgalati modszerei

A proteomikéaban a kétdimenzios elektroforézis egyik alternativdja a folyadékkromatografia,
mely elsdsorban nagy felbontd képessége, j6 reprodukalhatosaga, valamint tdémegspektrometrias
modszerekkel valo kompatibilitasa kovetkeztében terjedt el széleskortien (SHI et al., 2004).

A gabonafehérjék elvalasztasara 1970-es években kezdték el hasznalni a
folyadékkromatografias moddszereket. A  proteomikaban leginkabb forditott fazisu
folyadékkromatografias elvalasztidsi modot alkalmaznak tomegspektrometrids kompatibilitasa és
viszonylag komplex fehérjeminték elvalasztasaban nyujtott teljesitménye miatt.

A kétdimenzids folyadékkromatografiaban (2-D-LC) két kromatografias modszert, foként az
ion cser¢ld kromatografiat és a forditott fazist folyadékkromatografiat kombinaljak a fehérjék
vagy peptidek még nagyobb mértékii felbontasa érdekében. Igy komplex protein mintakbol tobb
szaz fehérje azonositasa is lehetévé valik (NAGELE et al., 2004).

A kapillaris elektroforézis szdmos elektroforetikus technikabol kifejlesztett modszer,
melynek soran a komponensek elektroforetikus elvalasztasa egy kapillaris csében jatszodik le
(HAJOS, 1992). A kapillaris elektroforézis mint szeparalasi technika rendkiviil hatékony.
Elvileg a modszer igen sokféle molekula elvalasztasara és detektaldsara alkalmas (CHENG és
DOVICHI, 1988). A kapillaris elektroforézist a fehérjeanalizisben, illetve a peptid-térkép, a
,»fingerprint” meghatarozasaban hasznaljak, ami minden fehérjére sajatosan jellemzé (COBB és
NOVOTNY, 1989). A kapillaris elektroforézist egyes malata fajtak, valamint malata, karamell
¢és porkolt malata megkiilonboztetésére alkalmaztak (ROYLE et al., 2002).

Egy tovabbi lehetdéség a fehérjék azonositdsdra a multidimenzids fehérje azonositd

technologia (MudPIT), melyben a peptidek egy kétfazisu kétdimenzios folyadékkromatografias
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késziilékben szeparalddnak, amit kdzvetleniil egy tandem tomegspektrométerhez kapcsolnak. A
peptidek elvalasztasara szolgald oszlop egy szilika nanospray hegyben helyezkedik el és erds
kationcseréld, valamint forditott fazist toltetbdl allé zonakbol tevodik Ossze. Novények koziil
els6ként rizs fehérjéinek elvalasztasara hasznaltdk (KOLLER et al., 2002). A nagy felbontasa,
kivalo érzékenysége mellett azonban ennek a technikdnak is megvan a maga hatranya, hiszen
mennyiségi adatok nem nyerhetéek ki vele ¢és komplex proteomok megkiilonboztetd
analizalasara sem alkalmas.

A nem g¢l alapu vizsgalati mddszerek esetében a fehérje mennyiségi meghatdrozéasara a
legtobb esetben a fehérjéket izotopokkal jelolik meg mind in vivo, mind pedig in vitro
modellekben (AEBERSOLD és MANN, 2003). In vivo modszerekben a baktérium vagy éleszto
"N vagy ""N-t tartalmazé taptalajban nd, vagy pedig stabil izotopot tartalmazd aminosavat
épitenek be a fehérjébe (SILAC) (ONG et al., 2002). In vitro mddszerek esetében pedig a
fehérjéket vagy peptideket kémiai derivatizalassal jelolik, pl. acilezik vagy észterezik (ONG et
al., 2003). Egy tovabbi nagyon igéretes moddszer a GYGI és munkatarsai (1999a) altal
kifejlesztett ,,izotoppal jelolt affinitdscimkék™ (ICAT) technika. Az ICAT-ot buza magjabol
szarmaz0 fehérjék vizsgalatara hasznaltak mar (ISLAM et al., 2003).

Az eddig felsorolt médszerek a fehérjék relativ mennyiségi meghatarozasat szolgaljak. Ezen
kiviil van lehet6éség abszolut mennyiségi meghatarozasra is az AQUA nehézpeptidekkel. A
modszert STEMMANN ¢s munkatarsai (2001) fejlesztették ki 2001-ben. A technika alapja a
szintetikus peptidlancon beliil 1évé aminosavak stabil, nem radioaktiv °C vagy "N izotopokkal
vald jelolése, melyek alkalmasak belsé standardként tomegspektrometrids és magneses
magrezonancia spektroszkopia (NMR) vizsgalatokban a mennyiségi értékelésre. A normal
peptidek ¢s a nehézpeptidek fizikai és kémiai tulajdonsagaikban megegyeznek. Egyetlen
kiilonbség kozottiik a nehézpeptidek tomegkiilonbségébdl és igy az eltérd tomeg/toltés (m/z)
értekbol adodik (STEMMANN et al., 2001).

A rekombindns fehérje termeltetés €s az ezt kovetd fehérjetisztitas elterjedése eredményezte
a fehérje microarray vagy fehérje mikrolemez technolédgia tekintélyes fejlodését. Mar ndvényi
fehérjék vizsgalatara is fejlesztettek ki mikrolemezt, mely feliiletére elsdként az Arabidopsis
thaliana 96 kiilonbozd fehérjéje ellen kifejlesztett mono- és poliklondlis antitesteket kotottek
(KERSTEN et al., 2003). Fehérje chippel kisérletet els6 izben egyszikii ndvények koziil arpaval
végeztek az arpa fehérje-kindz ¢s kazein-kindz Ila célfehérjéinek feltérképezésére (KRAMER et
al., 2004).

A nem gél alapu fehérje elvalasztisi modszerek egy része kivaldan alkalmas komplex
fehérjemintak preparativ célu egy- vagy kétdimenzids frakcionalasara. Erre azért is van nagy

sziikség, hiszen a sejt teljes proteomja nagyon komplex. Tobbféle fehérjét tartalmaz, melyek
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eltérnek  mennyiségiikben, izoelektromos pontjukban, hidrofobicitasukban ¢és relativ
molekulatomegiikben. Csupan egyetlen elvalasztasi technika alkalmazédsa nem enged betekintést
a proteom teljességébe. Sok esetben eldzetes frakcionalasra van sziikség, mellyel sikeresen
csOkkenthetjiik a mintdnk komplexitdsat és ezzel egyiitt az elvéalasztasunk felbontdsat és
érzékenységét is novelhetjiik. Napjainkban az egyes komplex fehérjemintdk preparativ célu

1™ (Bio-Rad) és a Free Flow Electrophoresis (Becton Dickinson)

frakciondlasara a Rotofor Cel
elnevezésti preparativ folyadék fazisu izoelektromos fokuszald késziilékeket és a PF2D™
(Beckman Coulter) nevili kétdimenzids preparativ folyadék kromatografids miiszert hasznaljak.
A folyadék fazisu el6frakcionalas hasznossagat és élelmiszertudomanyi felhasznalhatosagat az is
bizonyitja, hogy a Kozponti Elelmiszer-tudomanyi Kutatd Intézetben a Budapesti Corvinus
Egyetem Alkalmazott Kémia Tanszékének egyiittmiikodésével a Rotofor Cell™ késziiléket

sikeresen alkalmaztuk az Agaricus bisporus szelénnel dusitott valtozatanak kalapjabdl kivont

vizoldhat6 fehérjék IEF alapjan torténd eléfrakcionalasara (GERGELY et al., 2004).

2.3.3 Fehérjeazonositas tomegspektrometriaval

A tomegspektrometria (MS) -mely 93 éves multra tekint vissza- a szerves vegyliletek
legérzékenyebb, legnagyobb hatékonysaglh szerkezetvizsgald és analitikai eszkoze, melyet a
természettudomanyok, az ipar, a mezégazdasag, a kdrnyezet- és egészségvédelem valamennyi
teriiletén alkalmaznak. Haszndlata mara a proteomika egyik nagyon fontos alappillérévé valt
(AGRAWAL ¢s RAKWAL, 2006).

A tiszta, azonos molekuldkat tartalmazé proteinpreparatum aminosavsorrendjének (primer
szerkezet) meghatarozasa az els6, Edman-lebontas alapjan miikodo szekvenatorok megjelenése
oOta valt automatizalhato, nagy hatékonysagt eljarassa. 1972-ben husz fehérje primer szerkezetét
ismerték, két évtizeddel késdbb 20 000 protein aminosavszekvenciajat Orizték az adatbdzisok.
Az Ujabb, ugrasszerii valtozds a tOmegspekrometrids modszer megjelenésével van
osszefiiggésben. Erdemes megjegyezni, hogy a 2002. évi kémiai Nobel-dijat megosztva John B.
Fenn (Virginia Commonwealth University, Richmond, USA) és Koichi Tanaka (Shimadzu
Corporation, Kiotd, Japan) nyerte el a ,biologiai makromolekuldk tomegspektrometrias
vizsgalatara” kidolgozott ionizacios technika megalkotasdért. Az MS jelentdsen csokkenti a
vizsgalathoz sziikséges anyagmennyiséget €és a tdmegmérés pontossaga miatt ndveli a kisérleti
adatok megbizhatosadgat. Az MS a molekuldk (atomok) ionizacidjan, majd a képzddott ionok
relativ tdomegének meghatarozasan alapuld, nagy hatékonysagu szerkezetvizsgald €s analitikai
modszer. Kiemelkedé szerepét nagy érzékenysége (kvalitativ kimutathatésagi hatar: 107'2-107'°
g), széles tomegtartomanya (1-10° relativ tomegegység), a mért értékek specifitasa és
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reprodukdlhatosaga, alacsony minta igénye (~pug ~pg), valamint az elvéalasztas-technikai
modszerekkel valdo kombinalhatosaga (gézkromatografia — tomegspektrometria (GC/MS);
folyadékromatografia ~ —  tomegspektrometria ~ (LC/MS);  kapillar-elektroforézis  —
tomegspekrtometria (CE/MS)) biztositja (DINYA, 2001).

A tomegspektrométerek feladata a bejuttatott mintdk ionizécidja, a képzddott ionok
elvalasztasa tomeg/toltés (m/z) hanyadosuk alapjan, valamint a szétvalasztott ionok detektalasa a
kapott elektromos jelek szamitogépes feldolgozasa és az eredmények megjelenitése révén.

Tomegspektrometrids technikdkkal elvileg barmilyen halmazéllapota, egy vagy
tobbkomponensli anyag vizsgdlhatd. A mintabeviteli technika szervesen Osszefiigg az
alkalmazott ionizdcidés moddszerrel, az analizator tipusdval, de mindenekeldtt a vizsgalt
vegylilet/anyag sajatossagaival (DINYA, 2001). Az ESI 1988-as és a MALDI 1985-6s MS-sel
kombinalt kifejlesztését kovetden ezen tomegspektrometrids ionizacios technikdk a fehérje és
peptid azonositas ¢és karakterizalas alapvetd eszkozeivé valtak. A legszélesebb korben
fehérjeazonositasra a matrix segitett lézer deszorpcid/ionizacid - repiilési idé -
tomegspektrométert (MALDI-TOF-MS) (SHEVCHENKO et al., 2000; AEBERSOLD ¢és
MANN, 2003), és a folyadék kromatografia tandem tomegspektrométert hasznaljak (LC-
MS/MS) (AEBERSOLD ¢és MANN, 2003).

2.3.3.1 Q-TRAP elektroporlasztasos tandem tomegspektrometria

Az elektroporlasztasos (elektrospray, ES) technikaval torténd ionizaciot Doel és kollégai
irtdk le 1968-ban, de elsd izben John Fenn kapcsolta Ossze ezt az ionizacios technikat a
tomegspektrométerrel (YAMASHITA ¢és FENN, 1984). A elektroporlasztisos ionizacional (ESI)
a mintat tartalmazo folyadékaram egy fém kapillarisba keriil, melyre 3-5 kV fesziiltség van
kapcsolva. A kapillaris hegye és az ellen-elektrdéd kozott erds elektrosztatikus tér jon 1étre. Az
elektrosztatikus tér hatasara a kapillaris végén 1évé folyadék felszinén toltés-tobblet képzdodik,
igy a kapillarisbol kilépd folyadék kupszertien kicsucsosodik (Taylor-kup) s a csticsardl toltéssel
rendelkezd folyadékceseppecskék szakadnak le. A folyadékcseppek a minta mellett még jelentds
mennyiségli olddszert és vizet tartalmaznak. Az olddszer mennyisége egy fltdtt kapillarison
torténd atvezetés kovetkeztében csokken, igy a méretiik csokkenésével feliileti-stiriségiik nod, a
cseppek instabilak lesznek, elérik a Rayleigh-féle instabilitasi hatart és bekovetkezik a Coulomb
robbands, a cseppecskék kisebb cseppekre szakadnak. A folyamat végén a minta
szolvatalt/hidratalt protonalt ionjai (MH+) jelennek meg a gaz fazisban (DINYA, 2001).

A Q-Trap hibrid tdmegspektrométert az MDS Sciex/Applied Biosystems mutatta be 2002-
ben (HAGER, 2002). A Q-Trap rendelkezik egy oszcillalé (RF) kvadrupoéllal (QO0), amely az
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ionokat az analizator felé tovabbitja. Az elsé kvadrupol egy oszcillalé/egyenaramu (RF/DC)
kvadrupdl tomeg filter, mig az azt kdvetd kvadrupol (Q2) iitkozési cellaként mitkodik. A Q3
kvadrupol vagy hagyomanyos tizemmaddban, vagy pedig egy linearis ion csapdaként (LIT) képes
miikddni. Az ionok a csapdaban RF valtozo dram hatasara torlodnak, rezegve kdrbe mozognak.
Egyenaram (DC) hatasara pedig tengely irdnyaban a termindlis lencse felé mozdulnak és

kijutnak a linearis ion csapdabol (HAGER, 2004).

2.3.3.2 Matrix altal segitett 1ézer deszorpcids ionizacié repiilésidé tomegspektrometria

(MALDI-TOF-MS)

A matrix altal segitett lézer deszorpcidos ionizacié (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization, MALDI) technikat Karas ¢és Hillenkamp fejlesztette ki a 80-as évek
végén foként fehérjék és peptidek karakterizalasa céljabol (KARAS és HILLENKAMP, 1988).
Ok voltak azok, akik elséként alkalmaztédk a 1ézer deszorpciot és ionizaciot egy lépésben és a
kifejlesztett MALDI forrast repiilési id6 (time —of-flight, TOF) analizatorhoz kapcsoltak.

A matrix altal segitett 1ézer deszorpcids ionizacio soran a mintat feloldjuk egy olyan szerves
matrixban, ami az alkalmazott nitrogén l1ézer 337 nm vagy Nd-YAG lézer 355 vagy 266 nm
hulldmhosszanal nanoszekundumnyi iddtartama lézer impulzusok hatasara erds fényelnyelést
mutat. Biokémiai alkalmazésra szinte kizarolag az a-ciano-4-hidroxi-fahéjsavat, a 2,5-dihroxi-
benzoesavat, 3,5-dimetoxi-4-hidroxi-fahéjsavat (szinapik sav) és a hangyasavat hasznaljak
(HILLENKAMP et al., 1991).

A MALDI pontos folyamata még nem ismert, eddig csak hipotézis van arra, hogy a l1ézer
impulzusok hatasara robbandsszertien szilardanyag (minta+matrix) elparolgas torténik, melyben
a minta molekuldk szeparaltan gbzfazisba 1épnek at. A szilard feliiletet éré 1ézer fotonok dontd
tobbségét a matrix molekuldk adszorbedljak, mely folyamatot elsddleges ionizacionak hivjak.
Ennek id6tartama kb. 2 ns. Ezt kdvetden pedig megtorténik a masodlagos ionizacid a protonalt
matrix molekula és a minta molekula kozott proton transzfer utjan. Ez a lézer impulzust
kovetéen kb 35-70 ns-al jatszodik le (ZENOBI és KNOCHENMUSS, 1998). A matrix
molekulak segitik a gdzfazisban a minta molekuldk ionizéciojat proton vagy kation atadassal,
vagy proton elvonassal. A folyamat sordn igy protonalt vagy deprotonalt kvazi molekulaionok
képzddnek, melyek az analizatorba jutnak be.

A MALDI és ESI ionizacidos technikak kiméletes ionizacids technikaknak tekinthet6ek,
mivel az ionizacié sordn a minta nem, vagy legalabbis csak kis mértékben bomlik el. Igy hére
érzékeny, nagy moltomegli biomolekuldk, akar 300000 Da méretli fehérjék vizsgalatat teszik

lehetdvé. A MALDI kevésbé érzékeny a sokra és egyéb szennyezddésekre, mint az ESI.
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Femtomolnyi mennyiségeket is képes ¢érzékelni. Manapsag leginkabb a proteomikéban
hasznaljak peptidek térképezésére és szekvenalasara (JONSSON, 2001).

A MALDI tomegspektrometridban a tomeg/toltés (m/z) analizis céljara a repiilésidé (TOF)
analizator egy idOben képes regisztralni valamennyi iont, melyek egy lézer pulzus hatisara
képzddnek. A 1ézeres ion-képzés, a MALDI technika, ion ,,tiikoér”-rel kombinalva, ma az egyike
a legfontosabb tomegspektrometriai technikdknak (DINYA, 2001).

Az impulzus lizemmodban miikod6 ionforrasbdl gyorsitas utdn impulzusszertien 1épnek ki az
ioncsomagok a vakuum alatt 1évd, térmentes repiilési csébe és haladnak a detektor felé.
Valamennyi ion, azonos t, iddpillanatban, azonos kinetikus energidval 1€p be a repiilési térbe és

a repiilési idejiik a detektorig a tomegiiktdl fiigg (DINYA, 2001).

2.3.3.3 Peptidtomeg ujjlenyomat

A tomegspektrométerrel torténd fehérje analizishez és azonositdshoz a kétdimenzids gélbodl
az azonositandd fehérjét ki kell vagni, majd mosni €s enzimatikus emésztésnek (tobbnyire
tripszinnel) kell kitenni peptidek képzddése céljabol. Ezt kovetden az igy kapott
peptidkeverékbdl peptidtérkép késziil, melyben a peptidfragmensek tdmegének az ujjlenyomatat
(PMF) lathatjuk. A kétdimenzids elektroforetikus elvalasztasbol szdrmazo fehérjék gyors
azonositasdhoz ezen peptidtomeg ujjlenyomatot altalaban MALDI TOF MS segitségével kapjuk
meg. Ezt kdvetden pedig specialis szoftverek, ugymint MASCOT vagy MS-fit all rendelkezésre,
hogy a kapott peptidtomegeket az adatbazisban fellelhetd fehérjék elméletileg elvart triptikus
peptidjeinek megfeleld tomegekkel hasonlitsuk Gssze. Az Osszehasonlitast kovetden a tomegiik
pontossagatol és a fehérje szekvencidk egyezésének fokatdl fliggden sok-sok eredményt kapunk.
A legtobb esetben a 10-20%-o0s egyezés mar elfogadhatd egy megbizhatd végeredményhez
(MANN et al., 2001; THIEDE et al., 2005).

2.3.3.4 Peptid szekvenalas

A peptidszekvencia meghatarozasahoz a peptideket fragmentélni kell, melyhez mésodlagos
gerjesztés, lUtkoztetés sziikséges. Ezt ESI, vagy MALDI tandem tdomegspektrométereknél
itkoztetéses aktivalassal lehet elérni. A peptid a gerincmenti kotéseknél fragmentalodik, melyet

az 1. abra mutat be.
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1. abra: Peptid fragmentacié nomenklaturaja

Legtobbszor b és y ionok keletkeznek, melyek az amid kotés feloli fragmentéciot jeldlik az N
és C terminalis feloli toltésiik megtartdsdval. A fragmentacios spektrumban a keletkezd és
egymast kovetd b és y ionok tomegkiilonbségébdl lehet a peptid szekvenciajara kovetkeztetni
(BIEMANN, 1992). A fragmentacid soran a csak b és y ionok keletkezésével nagyon egyértelmi
¢s konnyen megfejthetd lenne a peptid szekvenciaja. A valosdg azonban mast mutat, hiszen nem
minden iont lehet a kis mennyiségben torténd keletkezése miatt detektalni, tovabba a fragmensek
tovabbi dupla fragmentacidja is megtorténhet a gerinc mentén (internal fragment ion), vagy az
oldalcsoportoknal. Igy gyakran eléfordul, hogy csak a peptid egy részét sikeriil értelmezni és
nem az egészet. Az igy kapott MS/MS-adatokat példaul SEQUEST vagy MASCOT
szoftverekkel hasonlithatjuk 0ssze egyes fehérje ¢és genom adatbazisokban talalhato
informéciokkal. Az MS/MS-adatokkal torténd keresés megbizhatobb eredményeket eredményez,

Minél tobb szekvencia informaciot tudunk kinyerni az adatokbdl, annal nagyobb a fehérje
azonositis megbizhatosaga. Igy a kétdimenzios elektroforézissel szeparalt fehérjefoltbol vagy
komplex fehérje oldatbdl szarmazo peptideket gyakran analizaljak LC ESI MS/MS-sel, amely a
peptidek hatékony elvalasztisa révén azonositasra is kivaléan alkalmazhat6 (DEVREESE et al.,

2001).

2.3.3.5 Proteomikai adatbazisok

Az 1960-as évek molekularis biologiai kutatasai alapjan az 1980-as évek végére automatizalt
nukleinsav (DNS ¢és RNS) és fehérjeszekvenalasi modszerek jottek 1étre. Mar a kezdetekkor
Margaret Dayhoff uttord fehérjekutatdsi munkassaga sordn is nyilvanos adatbazisokba gytijtotték
a fehérjeszekvencidkat (ELLIS és ATTWOOD, 2001). Késébb, a szamitastechnika fejlddésével
az 0sszegzés helye is megvaltozott: a strukturalis és genomikai eredményeket, a legkiilonb6zobb
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(fehérjét, rRNS-t kodold stb.) nukleinsav- ¢és peptidszekvenalasi projektekbdl érkezo
informaciokat az interneten, tobbnyire szabadon hozzaférhetd adatbazisokban kezdték gytjteni.
Jelenleg az aminosav-szekvencia analizishez az aldbbi adatbazisok elérhetéek: SWISS-PROT,
TrEMBL, GenBank, TIGR, FASTA, BLAST, és WU-BLAST programok. A fehérjék PMF ¢és
szekvencia informaciok szerinti azonositdsahoz pedig a PepSea, MOWSE, SEQUEST, PepFrag,
FindMod, MASCOT, Peptldent, Protein Prospector, és ProFound. Tobbnyire barmelyik eszkoz
és program megtalalhato az ExXPASy szerveren (JORI, 2004).

Novényi vonatkozdsban eddig két ¢lolény teljes genetikai allomanyat sikeriilt
megszekvenalni, a legkisebb genommal rendelkezd 10dfli (Arabidopsis thaliana) és az egysziki
rizs (Oryza sativa) genomjat. Alkalmasint azonban az egyedi expresszalodo génszakaszok (EST)
megszekvenalasa is elegendd egyes fehérjék azonositdsahoz, hiszen az EST-k a genom atir6do
szekvencidi. Az EST-k gyakorlatilag cDNS részleteknek feleltethetdek meg és a GenBank
honlapjan tekinthetjilk meg ¢ket a rendelkezésre allo fajok nevével (JORIL, 2004). 2004-es és
2008-as allapotok szerint a GenBankban a 2. tdblazatban felsorolt egyszikiiekre vonatkozoan az

alabbi szamban voltak mar megszekvenalt egyedi expresszalodo génszakaszok.

2. tablazat: Néhany egyszszikiire vonatkoz6 EST-k szdma 2004-es és 2008-as adatok
szemléltetésével (http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/).

Faj latin EST-k szama 2004. EST-k szama 2004. EST-k szama 2008.
neve februarban (db) decemberben (db) julius (db)
Hordeum 367800 377074 478.734
vulgare +
subsp.
vulgare
Triticum 549.926 587.650 1.051.768
aetivum
Zea mays 391.145 417.056 1.464.448

Az arpa genom abiotikus stresszhatasokra adott valaszanak tanulmanyozasaban mar szamos
tanulmany sziiletett, melyek kozott TOMMASINI ¢és munkatarsai (2008) az alacsony
homérséklet és fagy, valamint a szarazsag hatdsanak kutatdsa kozben 4153 gén expresszidjanak
valtozasat figyelték meg, melyek nagy része (82,4%) az Arabidospsis thaliana génjeivel mutatott
hasonldsagot. A detektalt gének koziil 44% csak a szarazsag, mig 3,8% csak a fagy hatdsara
mutatott expresszids valtozast. A sorozatos kisérletekkel az arpa abiotikus stresszekre vonatkozo

genetikai adatbazisa folyamatosan boviil, tovabbi vizsgéalatokhoz referenciaként szolgal.
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Az egyszikliekre vontakozd EST-szekvencidk mellett az arpafehérjék azonositasat mar
szamos Hordeum vulgare eredtli PMF is lehetové teszi és segiti, melyek 2005 novemberi adatok
alapjan 450 kétdimenzids gélelektroforézissel elvalasztott fehérje azonositasat tették lehetéveé az
¢érett, valamint a csirdzo arpa szemtermésbdl és annak kiilonbozd alkotdibol a pH 4-11 régidban
(OSTERGAARD et al, 2002; FINNIE ¢és SVENSSON, 2003; BAK-JENSEN, 2004;
OSTERGAARD et al., 2004). Mindez nagyon jo alapot adott az arpa szemtermés érése €s a
csirazéasa alatti fehérjeszintézisben bekdvetkezd valtozasok nyomon kovetésére €s ezen feliil

kiilonb6z6 fiziologiai 0sszefliggések megallapitasara (FINNIE et al., 2006).
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3. CELKITUZESEK

Doktori munkam soran proteomikai modszerek alkalmazasaval célul tiiztem ki:

1.

Harom kiilonbozd arpafajta (*Jubilant’, Bivoy’, ’Mandolina’) levélcsirajabol szarmazo
karbamid-oldodo kétdimenzios fehérjemintdzatok dsszehasonlitasat és vizsgalatat, illetve
annak kutatasat, hogy a kornyezeti stresszhatasokra érzékeny (’Jubilant’) és ugyanezen
stresszhatdsokra rezisztens (’Mandolina’) arpafajtdk levélcsirajanak kétdimenzids

fehérjemintazata hogyan valtozik rovid ideig tartdé nagy héhatas kovetkeztében.

A ’Jubilant’ tavaszi arpafajta karbamid-oldhatd fehérje-Osszetétel — eltérd termesztési

koriilmény hatasara bekovetkezo - valtozdsanak nyomon kovetését.

crer

CdCl,) kadmiumkezelések miként hatnak a ’Jubilant’ arpafajta levélcsirajabol kivont

karbamid-oldodo fehérjékre..
Két kiilonbozd évjarat hatdsanak ellendrzését harom kiilonbozd arpafajta (*Jubilant’,

’Bivoy’, ’Mandolina’) szemtermésébdl szarmazod viz-s6 oldhatd fehérjék kétdimenzids

mintazatara.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 A vizsgalt mintak

Felhasznalt kétsoros tavaszi Hordeum vulgare sorarpafajtdk a Szegedi Gabonatermesztési
Kozhaszni  Téarsasag Intézet taplanszentkereszti Novénynemesité Kutatd Allomasarol

szarmaztak.

“Jubilant’: Az 1990-es évek masodik felében a legnagyobb teriileten termesztett szlovak sorarpa.
Magyarorszdgon 1993-ban kapott allami elismerést. Termdképessége jO, bar a kornyezeti
anomalidkra ¢érzékenyen reagal. Soripari mindsége kivald. Magyarorszagon a legnagyobb

vetésteriiletli sdrarpafajta. Nemesitési eljarasa: SK 1952 X ‘Dera’.

"Bivoy’: A legtermdképesebb, kivald alkalmazkodoképességli német sorarpafajta. Szarazsagtiiro.

Magyarorszagon 2002-ben kapott allami elismerést. Nemesitési eljarasa: BIE 27385 X 1.55557.

’Mandolina’: Kivalé termOképességli, szarazsagtlird, alacsony fehérjetartalmi holland
sOrarpafajta. Magyarorszagon 1998-ban kapott allami elismerést. Az orszagos szortiment

legalkalmazkodoképesebb tavaszi arpaja. Nemesitési eljarasa: *Apex’ X CA 46925.

4.2 Vegyszerek

A fehérjék izolalasahoz és az elektroforézishez hasznalt vegyszerek

Az aceton, az ammonium-peroxi-diszulfat (analitikai tisztasagu), a Coomassie Brilliant Blue
G-250 (CBB G-250), az ecetsav (96 %e-o0s, analitikai tisztasagu), az orto-foszforsav (85 %-os,
analitikai tisztasdgu), a tetrametiletilén-diamin (TEMED, analitikai tisztasagll) és a szaharéz a
Reanal cég terméke volt (Budapest, Magyarorszag).

A 3-[(3-kolamidopropil)-dimetilammonio]-propan-szulfat (CHAPS), a ditiotreitol (DTT), a
karbamid, a B-mercaptoetanol, a natrium-klorid, a trisz-(hidroxi-metil)-amino-metan (analitikai
tisztasagu) a Merck cég terméke volt (Whitehouse Station, NJ, USA).

A fenilmetilszulfonil fluorid (PMSF) szerin és ciszteinprotedz inhibitor, a natrium-dodecil-
szulfat (SDS, ultra tiszta >99%) a Sigma cég terméke volt (St. Louis, MO, USA).

A triklor-ecetsav (TCA, analitikai tisztasagli) Carlo Erba cég terméke volt (Rodano,

Olaszorszag).
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A tripszin Promega (Mannheim, Németorszag) gyartmanyu volt.

4.3 A levélcsira proteomikai vizsgalata

4.3.1 A ’Jubilant’, ’Mandolina’ és ’Bivoy’ arpafajtak csiraztatasa

A magok sterilizdlasahoz 3%-o0s hidrogén peroxidot hasznéltunk. Ebben alltak a magok 30
percen keresztiil gyakori kevergetés mellett. Ezek utdn két 6ran at mostuk a magokat desztillalt
vizzel. A csirdztatast Petri-csészében végeztiik (25 mag/csésze). Ebbe raktuk a 4 réteg papirvattat
¢s egy réteg sziirdpapirt, majd erre helyeztiik r4 a magokat. A magok f6lé ismét szlirOpapir
keriilt. A csiraztatas 24°C-on 5 napon at sotétben zajlott egy fitotronban gyakori 6nt6zés mellett.

A hlstressz vizsgalata céljabol a ’Jubilant’ és ’Mandolina’ fajtdkdl szdrmazd Osszesen
nyolcszor 25 arpa szemtermést 5 napon at csirdztattuk, majd 6t nap elteltével mindkét fajta
levélcsirajanak a felét két orahosszara 40°C-os termosztatba raktuk. Ezt kovetéen a fehérje

extrakcidt azonnal elkezdtik az 0sszes mintan.

4.3.2 A levélcsira fehérjéinek extrakcioja

A csiraztatast kovetden a mintakat folyékony nitrogénnel fagyasztottuk és dérzsmozsarban
tortiik szét, majd ezek utdn homogenizaltuk a lipidek és egyéb szennyezddések eltdvolitasa
céljabol 10% TCA, 0,07% B-mercaptoetanol €s aceton tartalmi oldatban. Ebben alltak a mintak
1 6ran keresztiil -20°C-on, majd ezt kovetden 10 percig centrifugaltuk 16.000 xg-n 4°C-on. A
feliiluszot eltavolitottuk és a pelletet kétszer mostuk 0,07% B-mercaptoetanolt tartalmazo
acetonban 2x1 oran at -20°C-on. A pelletet 1 éjszakas vakuumszaritast kovetéen egy 8 M
karbamidot, 40 mM Tris-base (pH 8,8), 4% CHAPS-ot ¢s 1| mM PMSF-et tartalmazé extrakcios
pufferben (25 pl extrakcios puffer/l mg szarazanyag) 30 percen at 37°C-on razattuk. Az

extrakciot kovetden a mintakat 10 percen at centrifugaltuk 16.000 xg-n 4°C-on.

4.3.3 Fehérjetartalom meghatarozasa

A vizsgalt mintdk oldhatd fehérje-tartalmat BRADFORD (1976) leirasa szerint hataroztuk
meg (Bradford Kit Assay Bio-Rad, Hercules, Ca, USA), ami egy egyszerl, festékkotddésen
alapulo, fehérjetartalom mérésére szolgald eljaras. Festéke a Coomassie Brilliant Blue G-250
festek, melynek savas oldatanak abszorbancia maximuma fehérje jelenlétében (mennyiségtdl
fiiggden) 465 nm-rél 595 nm-re valtozik. Kvarckiivettdban JASCO 7850 spektrofotométerrel a

fehérjéhez kotddo reagens 595 nm-en mért fényelnyelését mértiik meg, €s ismert fehérjetartalmi
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BSA oldatot hasznalva kalibracids célra, hataroztuk meg a mintdban 1évé oldhatod fehérjék
detektalja. A fehérjetartalom meghatarozasat kovetden a mintakat kisebb egységekre bontva

-80°C-on taroltuk felhasznalasig.

4.3.4 Arpa levélcsirajabél kivont fehérjék kétdimenzios gélelektroforézissel torténd
elvalasztasa

Az elsé dimenzidban a levélcsirajabol szarmazo fehérjéket izoelektromos pontjuk alapjan
valasztottuk el immobilizalt pH 3-10 gradienst tartalmazo gélcsikokon (Bio-Rad). A mintdkat
rehidratalé pufferben oldottuk (8 M karbamid, 0,05% CHAPS, 25 mM DTT), majd 550 pg
fehérjét vittiink fel a 18 cm-es gélesikokra, passziv rehidratalasi protokollt kovetve (min.hét ora),
majd Multiphor II system (Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden) késziiléken a gyarté altal
eldirt standard program szerint fokuszaltuk 18°C-on. Az izoelektromos fokuszalast kdvetden a
gélcsikokat equilibraltuk 6 M karbamidot, 2% SDS-t és 30% glicerint tartalmaz6 Trisz-HCI
pufferben (pH=S8,8) els6 1épésben 1% DTT jelenlétében 10 percig, majd 2,5% iodoacetamid
jelenlétében szintén 10 percig.

Az equilibralast kovetden a masodik dimenzios elvalasztas soran a fehérjéket PROTEAN
Plus multi-casting chamber (Bio-Rad) gélontdvel ontdtt SDS-poliakrilamid géleken (12,5%T és
2,6%C osszetételi fogélben HIERTEN-i (1962) betiijelolést hasznalva) LAEMMLI (1970) altal
leirt gél és puffer rendszerben Protean Plus Dodeca Cell (Bio-Rad) késziilékben valasztottuk el
molekulatomegiik alapjan, 15 percig 20mA/gél, majd 200V fesziiltség konstans beallitasaval. A
géleket kortilbeliil 10 oran 4t futtattuk 8°C-os hiitott kozegben, egészen addig, amig a bromfenol
jelzofesték el nem érte a gélek aljat.

Ezt kovetden a géleket Coomassie Brillant Blue G-250 festékkel festettik ANDERSON és
munkatarsai (1989) kolloid festési protokollja alapjan 24-72 6ran at, majd a nem kotédo festék
mosooldattal torténd eltavolitasat kovetden a géleket 12-bit GS-710 kalibralt denzitométer (Bio-
Rad) segitségével fényképeztiikk és PDQuest 7.1 softverrel (Bio-Rad) értékeltiik ki. A szoftver
segitségével automatikus spot detektalast végeztiink, melyet manudlisan korrigdltunk a
kiilonbozo gélek fehérjefoltjai kozotti Osszefiiggés novelése érdekében. Az Gsszeparositott
fehérje foltok optikai denzitdsanak relativ mennyiségét kétmintés t-proba segitségével értékeltiik
ki és azon fehérjefoltokat vizsgaltuk tovabb, melyek p<0,05 valdszinliségi szinten tértek el

mennyiségileg egymastol.
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4.3.5 Tomegspektrometrias vizsgalat

In situ emésztés

A gélbol kivagott fehérjefoltokbol a Coomassie festék eltavolitdsat kovetden a fehérje
emésztését ROSENFELD ¢s munkatarsai (1992) protokollja alapjan egy kis modositassal
veégeztilk. A fehérjefoltot kétszer atmostuk 150 pl 200 mM ammoénium-bikarbonat/50%
acetonitril vizes oldatdval 20 percig 30°C-on, majd eltavolitottuk a feliilaszot és hagytuk a
mintat szobahdmérsékleten szaradni 10 percig. A fehérjék enzimes hidrolizisé¢hez tripszint
hasznaltunk. A mintdkhoz 0,02 pg/ul tripszint tartalmazo 8 pl puffert (50 mM ammmonium-
bikarbonat, pH 7,8) adtunk, eldsegitve az enzim gélbe jutdsat, a mintdkat jégen taroltuk 45
percig. A tripszines emésztést 37°C-on végeztik egy éjszakan at tovabbi 20 ul 50 mM
ammmonium-bikarbonat hozzaadasat kovetden. Masnap a gél feliiliszojat Eppendorf csdbe
pipettaztuk ¢és a gélben 1évd peptideket tovabbi 60% acetonitril/1% hangyasav oldat
hozzaadasaval extrahaltuk (30°C-on, 5 percig), centrifugaltuk (13.200 RPM, néhany
masodpercig) és az Osszes kinyert peptidet szdritottuk, majd 12 pl 0,1%-os hangyasavban

oldottuk fel.

Fehérjeazonositds tomegspekrometria segitségével

A fehérjék azonositdsa a Ghenti Egyetem Fehérje Biokémiai és Fehérje Mérnokségi
Laboratoriumaban tortént.

Az arpa genomszekvencidja még nem feltart, de az eddig arpaval kapcsolatban rendelkezésre
allo EST-adatbazis informacidit (www.ncbi.nlm.nih.gov) letoltottiik és formataltuk, hogy a
MASCOT-adatbazis-kezeld program rendelkezésére 4alljanak az adatok. Amennyiben a
megszekvenalt peptidfragmensek alapjan krealt EST-szekvencia rdillet az adatbazisban
megtalalhatdo EST-szekvencidra, akkor a BLAST-keresdprogrammal a tovabbiakban jellemeztiik.

A tripszines peptid emésztményt MALDI TOF/TOF tomegspektrométeren (Applied
Biosystems, Framingham, CA, USA) mértik le. Els6 Iépésben MS-méddban miikddtettiik a
rendszert, ahol a képzddott ionok 20 kV fesziiltség mellett gyorsultak fel és szeparalddtak.
MS/MS-médban a sziiléi ion egy gaz celldba keriilt, ahol a peptid fragmentalodott CID
segitségével. Az igy megformalt fragmensek 15 kV fesziiltség alkalmazasa mellett gyorsultak fel
¢s az m/z-értékeket a masodik TOF csOben hatarozhattuk meg. Az ionforrasban 8 kV
fesziiltséget alkalmaztunk, a gazcelliban pedig 7 kV fesziiltség uralkodott 1x10° Torr

levegdnyomas mellett.
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A MALDI TOF MS ¢és MS/MS vizsgalathoz a triptikus peptid emésztményt 1:1 ardnyban
kristalyositottuk a matrix oldatunkkal, mely 100 mM CHCA (a-ciano-4-hidroxi-fahéjsav) volt
50% (v/v) acetonitrilt és 0,1% TFA-t tartalmazo vizes oldatban. A keveréket mintafelvivd
lemezen adagoltuk be a miiszerbe. A tomegspektrométert a mérés eldtt a gyartd cég altal eldirt
moddon és meghatarozott kiilsé standard peptid keverékkel kalibraltunk. A mintdk mérése soran
abban az esetben, amikor a PMF nem volt eléggé meggy6z0, néhany peptidet tovabb vizsgaltunk
MS/MS-mddban is. A kapott szekvencia informacidk alapjan a fehérjéket a helyi MASCOT
szerver fehérje azonositd programjaval azonositottuk. Amennyiben az azonositds nem adott
megbizhatd eredményt a peptid keveréket nano-HPLC-vel szepardltuk DEVREESE és
munkatarsai  (2002) kisérleti beallitasai alapjan ¢és ezt kovetéen on-line ESI-Q-TRAP
tomegspektrométerrel (Applied Biosystems) detektaltuk. A peptidek elvalasztdsa egy nano-
oszlopon tortént (PEPMAP, 075 pm, 15 mm), melyre a peptid keverék egy el6koncentralast
kovetden keriilt (mikro eld- kolonna (@ 800 pum, 2 mm)). Az oszloprdl a peptidek eludlasat
linearis gradienssel végeztiik, az 5% acetonitril/0,1% hangyasav kiindulasi koncentraciét 50 perc
alatt 80% acetonitril/0,1% hangyasavra novelve, 100 nl/perc dramlési sebesség mellett. Az
oszloprol eludlt peptidek egy nanoelektrospray tlin keresztiil jutottak a Q-TRAP
tomegspektrométerbe, melyben egy automatizalt MS-r6l MS/MS miikddésbe atkapcsolo
protokollt hasznaltunk. Els¢ 1épésben a tomegspektrométer MS-szken médban miikodott (m/z
400-1500), melyet a két legintenzivebb ion tovabbi nagyobb intenzitdsu vizsgalata kovetett. Az
utols6 szkennelés az ionok toltési allapotara is engedett kdvetkeztetni, mely ha kétszeres vagy
haromszoros toltottségi allapotra utalt, akkor MS/MS vizsgélatra keriilt sor.

A kisérletben hasznalt nanoflow HPLC-rendszer vazlatos rajzat a 2. abra mutatja be. Itt azt
lathatjuk, hogy a minta els6 lépésben egy trapping (gyilijtd) oszlopra keriil somentesités és
elékoncentralds céljabol, majd innen mosas Utjan egy analitikai nano-HPLC-oszlopra (75 pm
I.LD.) 100 nl/perc aramlasi sebességgel. Innen a peptidek kozvetleniil a Q-Trap

tomegspektrométerbe jutnak, annak a szilika kapillarisan at on-line detektalast téve lehetové.
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ABI pump
(10 pl/min)
Ultimate pump
Sample loop (100 nlfmin)

Nano separation column {(RP)
75um L.D. x 150 mm

UV-detector

Trap column

Sample vial |
Waste

NanoESI capillary

|

to Q-Trap MS

2. abra: Az Ultimate nano-HPLC-rendszer (LC Packings, Amsterdam, Netherlands) és egy Q-
Trap tomegspektrométer Osszekapcsoldsanak vazlata (DEVREESE et al., 2002).
4.4 Arpa szemtermés proteomikai vizsgalata

4.4.1 Az arpa szemtermés szemcsemeéret alapjan torténo osztalyozasa

A ’Jubilant’, ’Bivoy’ és 'Mandolina’ arpafajtakbodl szarmaz6 magokat szemcseméret alapjan
osztalyoztuk 2,2 mm, 2,5 mm, 2,8 mm atmérdja szitasoron (Pfeuffer, Mess und Priifgerate). A
2,5 mm-nél nagyobb gabonaszemeket dardlon (Hagberg-Perten) 6rdltiik meg és a tovabbiakban

az Orleménynek az 1,3 mm-es perforacidos méretli szitdn atesd frakcidjat vizsgaltuk.

4.4.2 Evjaratok hatisanak ellenérzése a *Jubilant’, *Bivoy’ és *Mandolina’ fajtakban

4.4.2.1 Viz-s6 oldhato fehérjék extrakcioja

Egy sulyrész torethez 5 térfogatnyi 0,1 M NaCl oldatot adtunk és 1,5 6ran at 5°C-on 200 rpm
fordulaton razogépen razatva extrahaltuk. A kapott szuszpenziot 12.000 xg-n, 10 percig, 22 °C-

on centrifugaltuk. A feliiluszot alegységekre szedve -70°C-on taroltuk.

4.4.2.2 Fehérjetartalom meghatarozasa

A vizsgalt mintdk oldhaté fehérje-tartalmat BRADFORD (1976) leirasa szerint hataroztuk

meg a 4.3.3. pontban ismertetett modon.
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4.4.2.3 Az arpa szemtermésbol kivont fehérjék kétdimenzios gélelektroforézissel torténé

elvalasztasa

Az elsédimenzioban a szemtermés toretbdl kivont viz-sé oldhato fehérjéket izoelektromos
pontjuk alapjan szeparaltuk immobilizalt pH 3-10 gradienst tartalmaz6 gélcsikokon (Bio-Rad). A
mintakat rehidratalé pufferben oldottuk (8 M karbamid, 0,05% CHAPS, 25 mM DTT), majd 60
ng fehérjét vittiink fel 7 cm-es gélcsikokra, passziv rehidratalasi protokollt kdvetve (min. 7 6ra),
majd PROTEAN IEF cell (Bio-Rad) késziiléken a gyartd altal eldirt standard program szerint
fokuszaltuk. Az izoelektromos fokuszalast kovetden a gélcsikokat equilibraltuk 6 M karbamidot,
2% SDS-t és 30% glicerint tartalmazé Trisz-HCI pufferben (pH=S8,8) els6 1épésben 1% DTT
jelenlétében 10 percig, majd 2,5% iodoacetamid jelenlétében szintén 10 percig.

Az equilibralast kovetden a masodik dimenzids elvalasztds soran a fehérjéket sajat keziileg
ontott SDS-poliakrilamid 10-15%-0s gradiens géleken SHI és JACKOWSKI (1998) altal leirtak
alapjan (10%T 2,6%C; 15%T 2,6%C) Mini Protean II system (Bio-Rad, Hercules, Ca, USA)
késziilékben szeparaltuk molekulatomegiik alapjan LAEMMLI (1970) altal megadott puffer és
gélrendszerben 200V fesziiltség konstans beallitdsaval. A géleket koriilbeliil 1 6ran at futtattuk,
egészen addig, amig a bromfenol jelzéfesték el nem érte a a gélek aljat. Ezt kdvetden a 4.3.5.

pontban leirt médon festettiik és értékeltiik a géleket.

4.4.3 Nehezitett termesztési koriilmények hatasanak vizsgalata

A vizsgalt tavaszi ’Jubilant’ arpafajta kontroll mintait csapadékellatds szempontjabol
optimalis talaj-elokészitési koriilmények kozott termesztették facélia eldveteményen €s 0Oszi
szantast is kapott a tétel. A masik mintat egy specidlis talaj-elokészités eredményeként nehezitett
koriilmények kozott, pillangos eldveteményen termesztették, mely Oszi szantdsban nem

részesiilt. Ennek kovetkeztében a vizet nem Orizte meg és szarazsagstressz érte.

4.43.1 Arpafehérjék extrakcidja

A kioldhato Osszes fehérje izolalasat lizis pufferrel végeztiik. Egy sulyrész torethez 10
térfogatnyi puffert adtunk (7 M karbamid, 2 M tiokarbamid, 4% CHAPS, 200 mM PMSF, 14
mM DTT) és 1 6ran at 37°C-os razdgépen razatva extrahaltuk. A kapott szuszpenziot 6.000
RPM-en, 15 percig, 4°C-on centrifugaltuk. A feliiluszot alegységekre bontva -70°C-on taroltuk.
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4.4.3.2 Fehérjetartalom meghatarozasa

A vizsgalt mintdk oldhaté fehérjetartalmat BRADFORD (1976) leirdsa szerint hataroztuk

meg a 4.3.3. pontban ismertetett modon.

4.4.3.3 Az arpa szemtermésbol kivont fehérjék kétdimenzios gélelektroforézissel torténé

elvalasztasa

A fehérjék els6 dimenzios és masodik dimenzios elvalasztasat egyenként 350 pg mennyiségi
fehérjével végeztiik a 4.3.4. pontban leirt médon és a gélek kiértékelése is ebben a pontban

leirtaknak megfelelden tortént.

4.4.3.4 Tomegspektrometrias vizsgalat

In situ emésztés

Az in situ emésztés a 4.3.5. pontban leirtak alapjan tortént.

Fehérjeazonositds tomegspekrometria segitségével

A fehérjék azonositasa a 4.3.5. pontban megadott modon tortént.

4.5 Kadmium hatasanak vizsgalata

4.5.1 ‘’Jubilant’ arpafajta csiraztatisa és kadmiummal kezelése

A ’Jubilant’ arpafajta hét napon at foly6 csiraztatdsa és a novény folyamatos 200 uM és 1
mM CdCl, koncentraciokkal vald kezelése is a Budapesti Corvinus Egyetem Alkalmazott Kémia

Tanszékén tortént. Ezt kdovetden a levélcsirat levagtuk a fehérje kinyerése céljabol.
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4.5.2 ’Jubilant’ arpafajta levélcsirajabol a fehérjék extrakcidja

A levélcsirabdl a karbamid oldhato fehérjék extrakcidja a 4.3.2. pontban leirtak alapjan

tortént.

4.5.3 Fehérjetartalom meghatarozasa

A vizsgalt mintdk oldhato fehérje-tartalmat BRADFORD (1976) leirasa szerint hataroztuk

meg a 4.3.3. pontban ismertetett modon.

4.5.4 A levélcsira karbamid-oldhato fehérjéinek SDS-poliakrilamid gélen torténo

elvalasztasa

Az SDS poliakrilamid gélelektroforézishez elsdként az arpa levélcsirajabol kinyert fehérjéket
redukald mintapufferrel kevertiikk 6ssze ROSENBERG (1996) kiadott protokollja szerint, mely
10% w/v szaharézt, 5% v/v B-mercaptoethanol-t, 2% w/v SDS, 0,0625M Tris-HCI (pH 6,8),
0,0004% bromfenolkéket tartalmazott. A mintat ezt kovetden a fehérjék teljes redukaldsa
céljabol 5 percen at forraltuk, majd a kiilonb6z6 mintakbdl azonos mennyiséget (4 pl) vittiink fel
a 0,75 mm vastagsagu vertikalis SDS poliakrilamid gél egyes mintafelvivo helyeire. A fehérjék
elvalasztasait LAEMMLI (1970) protokollja alapjan az alabbi Osszetételii gytjtégélben: 6% T:
3.3% C és fogélben: 10% T: 3.3% C végeztiik a Mini Protean II system (Bio-Rad, Hercules, Ca,
USA) késziilékben 200V konstans fesziiltség alkalmazisa mellett egészen addig, amig a
bromfenolkék elérte a gél aljat. Az elvalasztds végeztével a gélt 10%-os TCA-ban torténd
fixalast kovetden Coomassie Brillant Blue G-250 festékkel festettiik, majd az egyes fehérjesavok
lathatova valasat kovetden hattérmosast alkalmaztunk ¢és a géleket Gel Doc 2000
géldokumentacios rendszerrel (Bio-Rad, Hercules, Ca, USA) fényképeztiik és az ehhez tartozo

Quantity One kiértékeld szoftverrel (Bio Rad, Hercules, Ca, USA) értékeltiik ki.

A poliakrilamid gélen hasznalt molekulasuly marker hat kiilonb6z6 molekulatomegii

komponensbdl allt, melyet a 3. tdblazat mutat be.
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3. tablazat: A poliakrilamid gélen hasznalt molekulasily marker hat kiilonb6zo
molekulatomegii komponense.

Komponensek ug/tarolé | Molekulatomeg [ Da]
edény

Foszforilaz b 64 94,000
Borju szérum albumin 83 67,000
Ovalbumin 147 43,000
szénsavanhidraz 83 30,000
Szoja tripszin inhibitora 88 20,100
o~ laktalbumin 121 14,400

4.5.5 Az arpa levélesirajabol kivont fehérjék kétdimenzios gélelektroforézissel torténo

elvalasztasa

Az els6 dimenzidoban a hajtasbol szarmazo fehérjéket izoelektromos pontjuk alapjan
szeparaltuk immobilizalt pH 3-10 gradienst tartalmazo gélcsikokban (Bio-Rad). A mintakat
rehidratalé pufferben oldottuk (8 M karbamid, 0,05% CHAPS, 25 mM DTT), majd 550 pg
fehérjét vittiink fel 18 cm-es gélcsikokra, passziv rehidratalasi protokollt kovetve (min.7 ora). A
fehérjéket a PROTEAN IEF cell (Bio-Rad) késziiléken a gyartd altal eloirt standard program
szerint fokuszaltuk. Az izoelektromos fokuszalast kovetéen a gélcsikokat equilibraltuk 6 M
karbamidot, 2% SDS-t és 30% glicerint tartalmaz6 Trisz-HCI pufferben (pH=8,8) els6 1épésben
1% DTT jelenlétében 10 percig, majd 2,5% iodoacetamid jelenlétében szintén 10 percig.

Az equilibralast kovetden a masodik dimenzids elvalasztas soran a fehérjéket sajat keziileg
ontott SDS-poliakrilamid géleken (12,5%T és 2,6%C) PROTEAN II XL multi-cell (Bio-Rad)
késziilékben szeparaltuk molekulatomegiik alapjan, 15 percig 20mA/gél, majd 200V fesziiltség
konstans beallitasaval. A géleket koriilbeliil 6 oran at futtattuk 10-15°C-os hitétt kdzegben,
egészen addig, amig a bromfenol jelzéfesték el nem érte a gélek aljat. Ezt kovetden a 4.3.4.

pontban leirt modon festettiik és értékeltiik a géleket.

4.5.6 Tomegspektrometrias vizsgalat

In situ emésztés
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A gélbdl kivagott (manualisan) mintakbol elsd 1épésben eltavolitottuk a Coomassie festéket,
haromszor atmostuk 25 mM ammoénium-bikarbonat/50% acetonitril oldattal (10 percig), majd
eltavolitottuk a feliiliszot. A fehérjéket az enzimes hidrolizis eldtt redukaltuk (25 pl, 10 mM
DTT/25 mM ammonium-bikarbonat, fél ora, 56°C), majd alkilaltuk (25 pl, 55 mM
jodacetamid/25 mM ammonium-bikarbonat, 30 perc, szobahdmérséklet). A mintdkhoz 100 ng
tripszint tartalmazé 20 ul puffert (50 mM ammmoénium-bikarbonat) adtunk, a hidrolizist 37°C-on
(4 ora) végeztik. A tomegspektrometrids analizis elétt ZipTipCl8 tisztitdst végeztiink

(Millipore, Bedford, MA, USA).

Fehérjeazonositas tomegspektrométerrel

A fehérjék azonositisa a Szegedi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudoméanyi Karanak
Orvosi Vegytani Intézetében tortént. A MALDI TOF MS vizsgélatot 2,5- dihidroxi-benzoesav
(DHB) matrix jelenlétében zajlott. A mérést Bruker Reflex III MALDI-TOF MS késziiléken
(Bruker-Daltonics, Bremen, Germany) pozitiv ion reflektor médban végezték.

A fehérjéket peptidtomegek alapjan az NCBI Mascot programjaval (Matrix Science;

http://www.matrixscience.com/) azonositottak.
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5. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

5.1 Hostressz hatasanak vizsgalata két kiilonb6zo genotipusu arpa levélesirajanak
proteomjara

Az ¢l szervezeteknek egyiitt kell élnilik a kornyezeti stressz hatasaival. A kiilonbozo
stresszkoriilmények hatassal vannak meghatarozott jelatviteli és anyagcsere-utvonalak fehérjéire,
melyek tobbek kozott a metabolizmusban, bioszintézisben, a katabolizmusban, a fehérje
metabolizmusban, elektron transzportban jatszanak szerepet. A  stresszkoriilmények
eredményezhetik stresszfehérjék (pl. HSP-k) szintézisét is, melyek expresszidja is hozzajarul a
novények kiilonbozd stressztényezdkkel és betegségekkel szembeni ellenalld képességének
javitasahoz. Az abiotikus stresszel szembeni tolerancia teljes megértésének azonban akadalyt
szab az egyes tulajdonsagok tobb génhez is kapcsolodd megjelenése. Igy a novény védekezési
reakcioiban részt vevd gének felkutatdsa és ezen gének tolerans, stressztlird fajtak nemesitési
céljara torténd felhasznalasa a mai nemesitd programok célja.

A jelen kisérletben harom kiillonb6z6 arpafajta levélesirajabol szarmazéd karbamid-oldodod
kétdimenzids fehérjemintdzatot hasonlitottunk Ossze, majd azt vizsgaltuk, hogy a kornyezeti
stresszhatdsokra érzékeny ¢és ugyanezen stresszhatisokra rezisztens darpafajta hajtdsanak
kétdimenzids fehérjemintdzata hogyan valtozik révid ideig tartdé nagy hémérsékleti stresszhatas
kovetkeztében. Célunk az volt, hogy a két kiilonb6zd, kornyezeti stresszhatasokkal szemben is
eltéréen viselkedd fajtdban a fehérjék szintjén vizsgaljuk a hohatas altal kivaltott reakciot. A
kisérletbe Magyarorszagon soOrarpatermesztésben hasznalt két soros tavaszi arpafajtakat
(’Jubilant’ és a "Mandolina’) vontuk be.

A fehérjeelvalasztas kétdimenzids elektroforézissel tortént, mely soran a reprodukalhato
eredmények érdekében az Osszes minta esetében egy idoben, azonos berendezésben ¢&s
kontrollalt hémérsékleti viszonyok kozott valosult meg az izoelektromos fokuszalas, az SDS
gélontés, valamint a masodik dimenzios molekulatdmeg szerinti elvalasztas is.

A kétdimenziés fehérjemintazatokon, melyek a 3. abran lathatdéak, egyenként 400-500
fehérjefolt latszott CBB G-250 festékkel. Kiértékeléskor két-két csoportot képeztiink, egyrészt
az abiotikus stresszekre érzékeny genotipus normal és hdstressznek kitett valtozatat, masrészt
ismét két csoportban ugyanezen stresszhatasokkal szemben ellendlld fajta két homérsékleten
tartott valtozatat vizsgaltuk. Az ismétlésekben a fehérjefoltok reprodukélhatésaga nagyon magas
volt, amely a szdrasi gorbe (scatter plot) (>80%) és az atlagos variacios egyiitthaté (CV < 35%)

adataiban is tukroz6dott.
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A kiértékelés elsd 1épésében szoftver segitségével hasonitottuk Ossze a két kiillonbozd
genotipusbol szarmazo fehérjefoltok — az egyes homérsékleti kezelések kozotti -
elhelyezkedését. Ennek alapjan 24°C-on egy olyan fehérjefoltot talaltunk a ’Mandolina’
fajtaban, mely nem volt detektalhat6 a ’Jubilantban’, 40°C-on pedig a ’Jubilant’ expresszalt két
olyan egyedi fehérjét, amely pedig a ’Mandolindban’ nem volt kimutathato, tehat a két fajta
fehérjeexpresszios profilja ezen eredmények alapjan nagyon kis eltérést mutatott.

A rovid ideig tartd homérsékleti stresszhatas altal kivaltott fehérjeexpresszids valtozas
tanulmanyozasat a kiértékelés soran ujabb csoportok képzésével folytattuk. Egy csoportba raktuk
a 24°C és egy masik csoportba a 40°C-os hdstressznek kitett kétdimenzidés mintdzatokat. A két
csoport 4-4 parhuzamost tartalmazott, melyek fehérjefoltjainak relativ integralt denzitas értékét
hasonlitottuk 6ssze, majd azokat a fehérjéket vizsgaltuk tovabb tomegspektrometrids analizissel,
melyek p < 0,05 statisztikai megbizhatdsdg mellett legalabb kétszeres eltérést mutattak a
denzitas értékikkben. Az alkalmazott rovid idOtartami hdhatds mindkét arpafajta
fehérjeexpresszios profiljat megvaltoztatta, foként a 15-30 kDa molekulatomeg ¢és 4.0-8.5 pH-
tartomanyban. A megvaltozott vagy Gjonnan expresszalt fehérjefoltokat a 3. abran szamokkal

jeloltiik, foltok listajat pedig a 4. tablazatban foglaltuk 6ssze.
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pl3— «—pl 10 pl3— «—pl 10

3.abra: Coomassie G-250 festékkel megfestett oldhatd fehérjefrakciok 2D-PAGE géljei (a) a
’Mandolina’ 24°C-on; (b) a ’Jubilant’ 24°C-on csiraztatott; (c) a ’Mandolina’ 40°C-on ¢s (d) a
"Jubilant’ fajtdk 40°C-on stresszelt levélcsirdjabol. A szamozott vonalak jeldlik a fajtak kozott,
valamint a hdstressz kovetkeztében eltéréen expresszalt fehérjéket.
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'y -~ w it}
4. abra: A 3. abra kiemeléseinek részletezett képei: (a) a "Mandolina’ 24°C-on; (b) a ’Jubilant’
24°C-on csiraztatott; (c) a ’Mandolina’ 40°C-on és (d) a ’Jubilant’ fajtdk 40°C-on stresszelt
levélcsirajabol.
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5.1.1 Tomegspektrometrias analizis

A proteomikaban a tomegspektrometrias kiértékelés alapvetd feltétele a megfeleld
mennyiségli, az adott vizsgalandd szervezetre vonatkoz6 szekvenciainformdcid. Ahogyan azt
mar az irodalmi attekintésben is ismertettem, az arpaval kapcsolatban még viszonylag kevés adat
all rendelkezésre, hiszen a genomszekvencidjanak még csak toredéke ismert.

A vizsgalat soran problémat okozott, hogy a peptidtomeg ujjlenyomat a legtobb esetben nem
adott elegendd informdcidt az azonositashoz. Ezért a szekvencia informacié megszerzése
céljabol két tandem tomegspektrométert hasznaltunk a peptidek szekvenaldsdra: a MALDI
TOF/TOF késziiléket és a Q-TRAP LC-MS/MS rendszert. Mindkét miiszer MS/MS mérd
kapacitasanak koszonhetden képes peptidekbdl aminosavszekvencia-informaciokat kinyerni.
Elsé 1épésben a peptid keveréket MALDI TOF/TOF tomegspektrométerrel probaltuk meg
azonositani, mely gyors és érzékeny ionizacios tulajdonsdga mellett kis manualis mintakezelést
igényld technika, valamint nagy elénye, hogy MS- ¢s MS/MS-moddban is hasznalhaté a két
analizator kozotti gaz cellanak koszonhetden. Az 5/a. dbra mutatja be a 6. fehérjefoltbol
szarmazo tripszines emésztmény MS-modban kapott tomegspektrumat, mig az 5/b. abra egy

MS/MS-spektrumot abrazol.
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5. abra: (a) A 6. fehérjefolt PMF tomegspektruma lathatd, mely alapjdn a fehérje nem volt
azonosithatd. (b) Az (a) abran (*)-al jelolt peptidfragmens MS/MS-spektruma lathato. Az igy
nyert aminosav-szekvencia alapjan a fehérje egy rizsben talalt sHSP fehérjével mutatott
homolégiat.

A mintaban 1év6 sok szennyezddés miatt nem tudtunk egyértelmiien azonositani minden
egyes fehérjét. Ebbdl kifolyolag masodik megkozelitésként a peptid emésztményt egy ESI-Q-
TRAP témegspektrométerhez kapcsolt nano-HPLC-rendszeren vezettiik keresztiil, mely alapos
mintatisztitast is eredményezett. A 6/a. dbran a 8-as szamu fehérjefolt LC-szeparaciot kovetd
teljes ionaramkromatogramjat (TIC) mutatjuk be, mig a 6/b. és 6/c. abrak egy fehérjefoltbol
szarmazo 28,98 perces és 28,23 perces retencios idével rendelkez6 peptidek MS/MS-spektrumat

demonstraljak.
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6 abra: (a) A 8-as szamu fehérjét tartalmazd6 minta LC-szeparaciot kovetd teljes
iondramkromatogramja.(TIC). (b) A 1277.66 Da tomegli peptid fragmenticios (MS/MS)
spektrumat demonstralja. (c) A 1307.6 Da tomegli peptid MS/MS-spektruma ugyanabbol a
mintabol, mely két kiillonbozo fehérje izoform jelenlétére utal.
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5.1.2 Tomegspektrometriaval azonositott fehérjék

Az el6zé fejezetben megemlitett, a 3. 4dbran l-es szdmmal jeldlt fehérjefolt nagyobb
mennyiségli expresszidjat érzékeltiik a "Mandolina’ fajtdban, mint a ’Jubilantban’. A fehérjefolt
optikai denzitasa 24°C és 40°C-on is hasonlo értéket mutatott. Az LC-MS/MS-rendszer révén
ezen fehérje szdmos peptidjének szekvenalasaval az S-adenozilmetionin szintetdz (SAM-S)
enzim egyik izoformjat azonositottuk, ugyanis a kapott eredményiink nagy homologiat (98%)
mutatott a buza (Triticum aestivum) SAM-S enzimével.

A sejten beliil a SAM-S enzim rendkiviil fontos szerepet jatszik az L-metionin ATP
segitségével torténd S-adenozil-L-metioninna (SAM vagy AdoMet) alakitdsaban, mely az élok
anyagcseréjének egyik alapvetd fontossagl vegyiilete, a Met aktivalt formaja. A SAM az egész
anyagcsere transzmetilacios folyamataiban a metil csoportot szolgaltatja, épp ezért metilcsoport-
donorként is emlitik (BOERJAN et al., 1994). A metilezés mint legfontosabb anyagcsere-
funkcidé mellett a SAM szdmos mas reakcidban is részt vesz, példdul a poliaminok
anyagcseréjében és az etilén bioszintézisben.

Az Arabidopsis thaliana genom szekvenaldsa sordn 4 darab SAM-S gént azonositottak,
melyek kozil a SAM-S1 és SAM-S2 génterméke 97%-0s azonossagot mutatott aminosav
sorrend;jiik alapjan (SHEN et al., 2002).

A SAM-S enzim az aszparaginsav aminosav csalad hat tagjanak bioszintézisében szerepet
jatszo anyagcsereut egyik résztvevdje, mely soran néhany esszencialis aminosav is keletkezik: a
metionin, a lizin, a treonin és az izoleucin (AZEVEDO ¢és LEA, 2001). Az anyagcserett enzimei
a levelek kloroplasztjdban vagy pedig a fotoszintézisre nem képes szervek koziil a mag és
gyokér plasztidjaiban vannak jelen (LEA és AZEVEDO, 2003). A SAM-S ciklus harom 6
enzimét (SAM-S-t, metionin-S-metiltranszferazt és S-adenozilhomocisztein hidrolazt) kodolo
gének fokozott expresszidja figyelheté meg az abiotikus stresszhatasok kovetkeztében (HOUDE
et al., 2006). Azonban stresszhatdsokra nemcsak egyes fehérjék génexpresszioja valtozhat meg,
hanem ugyanazon funkciot ellatd fehérje izoformok is kiilonbézéképpen expresszalodhatnak,
melyek kozott a glutation-S-transzferazt, a SAM-S-t, a kiilonb6zd dajkafehérje funkciot ellatd
fehérjéket és az aszkorbat peroxidazt lehet megemliteni. Erre a jelenségre szamos magyarazat
lehetséges: a promoter régid eltérd erdssége, szabalyozasa, az izoformok eltérd szoveti
specificitasa, valamint kiilonb6zd stabilitdsa és mddosuldsa (BOHNERT et al., 2001).

MAYNE ¢és munkatarsai (1996) kisérletiikben szarazsagstressz alatt a SAM-S enzim
aktivitasanak novekedését észleltek, mely a szarazsagstresszt kovetden is megmaradt. Ebbol azt
azt a kovetkeztetést vontak le, hogy a SAM-S nagy valoszinliséggel olyan reakciokban is részt

vehet, melyek a hajtast a talélés érdekében védik a hosszabb ideig tartd szarazsagstressz karos
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hatasa ellen. Ezen kiviil a SAM-S enzimatikus aktivitasanak novekedését sostressz hatdsara is
kimutattak a Suaeda salsa névényben (MA et al., 2003).

Munkénk soran tovabbi kisérletek elvégzésére sarkallt benniinket, hogy kimutattuk a SAM-S
enzim egyik izoformjat a kozismerten szdrazsagtiiré *"Mandolina’ fajta 1. fehérjefoltjabol, mig a
kornyezeti anomaliakra érzékeny ’Jubilant’ fajtaban ezt az izoformot nem tudtuk detektalni. igy
kibovitettiik kisérletiinket egy kovetkezd fajtaval: a szintén szarazsagtird ’Bivoy’ tavaszi
sorarpaval.

A levélesirakbol kinyert karbamid-old6do fehérjék kétdimenzids fehérjemintdzatait a 7. dbra
mutatja be, melynek részletesebb kiemeléseit a 8. dbra demonstralja. A gélképek kiértékelését
kdvetden bebizonyosodott, hogy a ’Bivoy’ fajtaban is a "Mandolindhoz’ hasonldan detektalhato

a SAM-S enzim azon izoformja, mely a ’Jubilant’ fajtdban nem mutathato ki.
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7. abra: Coomassie G-250 festékkel megfestett oldhato fehérjefrakciok 2D-PAGE géljei (A) ’Jubilant’ 24°C-on; (B) a *Bivoly’ 24°C-on és (C) a

’Mandolina’ 24°C-on csiraztatott levélcsiraibol.

8.abra: A 7. 4dbra kiemeléseinek részletezett képei.
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5.1.3 Héstressz hatasara expresszios valtozast mutato fehérjek

A 4. 4bra mutatja be azokat a fehérjéket, melyek a kisérletben hdstressz hatdsara
megndvekedett expresszids valtozast mutattak. A fehérjék tomegspektrometrias azonositasukat

kovetden megallapitottuk, hogy mind hésokkfehérjek és harom csoportot alkotnak:

1. abuza 16,9 kDa sHSP fehérjéivel homolog fehérjék,
2. abuza 17,8 kDa sHSP fehérjéivel homolog fehérjek,
3. arizs sHSP fehérjéivel homolog fehérjék.

A 4. 4bra 3. fehérjefoltjabol a buza 16,9 kDa-os HSP fehérjéjével tobb homoldg arpafehérje
peptidszekvenciait is sikeriilt azonositani. A megszekvenalt peptidfragmensekkel az arpara
rendelkezésre allo EST-adatbazisban keresést végeztiink, mely segitségével az alabbi, 9. abran
felsorolt EST-szekvencidkban talaltunk a peptidfragmenseinkkel lefedést mutato régiokat. Piros
szinnel a mintdnkbdl szdrmaz6 azon megszekvenalt triptikus peptideket jeloltiik, melyek az
azonossagot (a kiilonbségért felelds aminosavak illetve aminosav-hidny sziirke hattérrel
kiemelve), mig fekete vastag betlivel azokat emeltiik ki, melyek nem voltak az adott EST-
szekvenciakra egyedileg jellemzbéek. Az 0sszehasonlitds alapjan a 3. fehérjefoltban legalabb 6t
olyan izoform parhuzamos jelenléte feltételezhetd, melyek 92-97%-ban azonosak a buza 16,9
olyan kis kiilonbséget eredményezett a fehérjék izoelektromos pontjaban és molekulatomegében

is, hogy az adott elvalasztasi koriilmények kozott nem lehetett elkiiloniteni dket.
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0121964213 MS1VRRSNVFDPFADLWADPFDTFRS I VPAI SGSNSETAAFANARMDWKETPEAHVFKAD 60

9118212283 MS1VRRSNAFDPFADLWADPFDTFRS I VPAESG-NSETAAFANARVDWKETPEAHVFKAD 59

9124238923 MS1VRRSNVFDPFADLWADPFDTFRS IVPAI SGGNSETAAFANARMDWKETPEAHVFKAD 60

0118213982 MSIVRRSNVFDPFSDLWADPFDTFRS IVPAISGGNSETAAFANARMDWKETPEAHVFKAD 60

0121195581 MS1VRRSNVFDPFADLWADPFDTFRS 1 IPA1SG-NSETAAFANARMDWKETPEAHVFKAD 59

9121940839 MS1VRRSNVFDPFADLWADPFDTFRS I IPA1SG-NSETATFANARMDWKETPEAHVFKAD 59

= =-%kk - kK - -

0121964213 LPGVKKEEVKVEVEDGNVLVVSGERTKEKEDKNDKWHRVERSSGKFVRRFRLPEDAKVEE 120

0118212283 LPGVKKEEVKVEVEDGNVLVVSGERTKEKEDKNDKWHRVERSSGKFVRRFRLPEDAKVEE 119

gi24238923 LPGVKKEEVKVEVEDGNVLVVSGERTKEKEDKNDKWHRVERSSGKFVRRFRLPEDAKVEE 120

gi18213982 LPGVKKEEVKVEVEDGNVLVVSGERTKEKEDKNDKWHRMERSSGKFVRRFRLPEDAKVEE 120

0121195581 LPGVKKEEVKVEVEDGNVLVVSGERTKEKEDKNDKWHRVERSSGRFVRRFRLPEDAKVEE 119

0121940839 LPGVKKEEVKVEASS----AASAVRR-———————————————————— RRTRMISGTVWSA 94
B e e e e I . * . * *x *: - .

0121964213 VKAGLENGVLTVTVPKTEVKKPEVKAIEISG 151

0118212283 VKAGLENGVLTVTVPKTEVKKPEVKAIEISG 150

gi24238923 VKAGLENGVLTVTVPKTEVKKPEVKAIEISG 151

gi18213982 VKAGLENGVLTVTVPKAEVKKPEVKAIEISG 151

0121195581 VKAGLENGVLTVTVPKA--—==————————— 136

0121940839 AAAGL- - 99

koskosk

9.4bra: A 3. fehérjefolt megszekvenalt triptikus peptidjeit (vastag piros és fekete kiemeléssel
jeldlve) az arpa felsorolt EST-szekvenciaiban talaltuk meg. A piros kiemelésti részek az
adatbazis mindossze egy adott EST-szekvenciajaval mutattak teljes azonossagot.

A 4. abra 4. fehérjefoltja élesen elvalt a 3.-t6l, mely ugyancsak szintén a 16,9 kDa-os fehérje
egyik izoformjat tartalmazta. Ennek az izoformnak az az érdekessége, hogy jelenlétét csak a
’Jubilantban’ sikeriilt detektalni, a ’Mandolinaban’ nem volt lathatd az adott izoform.

SKYLAS (2002) hétolerans buza magjabol izolélta ugyanezen 16,9 kDa-os hdsokkfehérje
egyik izoformjat, amelynek hdésokk kovetkeztében nagyobb mennyiségili expresszidjat figyelték
meg. Ezért a cikk szerz6i ezen fehérjét a hdétolerancidért felelds egyik lehetséges
markerfehérjeként azonositottak.

A jelenlegi kisérletbdl az deriil ki, hogy egy fehérje tobb hasonl6 izoformjanak jelenléte a
gabonafajtdk sokkal finomabb és részletesebb analizisét igényeli a hétolerancidért felelds
markerfehérjék azonositasahoz.

Az 5., 6. és 7. fehérjefoltok is azonosithatéak voltak, és a rizsbdl szarmazd alacsony
molekulatomegli hdsokkfehérjével mutattak homologiat tobb, mint 76 %-o0s azonossagi szinten.
Ezen izoformok kétdimenzids gélen nagyon szépen elkiiloniiltek egymastol, melyet a 3. és 4.
abra is szemléltet. A 7-es szamu hdsokkfehérje csak a stresszérzékeny ‘Jubilant’ fajtdban volt
kimutathaté a 4. fehérjéhez hasonléan, mig a ‘Mandolindban’ ezen fehérjék expresszidja nem
volt detektalhato.

A hodsokk hatasdra nagy mennyiségben szintetizaloédé dajkafehérjéknek abban lehet
szerepiik, hogy megakadalyozzdk a magas homérséklet kovetkeztében kialakuld aggregalodast,
valamint eldsegitsék a lebomlast. A stresszhatdsokra képzddé HSP-k koriilbeliil 69%-anak
pontos funkcidja még nem ismert (BOHNERT et al., 2001).
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A hdkezelés kovetkeztében mindkét fajtaban megfigyeltiik a harom fehérje mennyiségének
csOkkenését. Ezek kozott szerepelt a 12-es szamu fehérje, melyet a kettes fotokémiai rendszer
(PSII) egy 23 kDa oxigénfelszabadit6 fehérjéjeként sikeriilt azonositani 98%-0s azonossagi
szinten. Ez a fehérje a PSII oxigénfelszabadito komplexének (OEC) egyik fehérjéje. Az OEC
minimum 0t fehérjébdl épiil fel, elsddleges feladata az, hogy vizmolekuldkbol molekularis
oxigént szabaditson fel.

A fotoszintetizald ¢€lolények a normal fiziologiai homérséklet feletti hohatasnak kitéve
gyakran visszafordithatatlan fotoszintetikus karosodast szenvednek el. A PSII egyike a hdre
legérzékenyebb fehérjekomplexeknek a fotoszintetikus rendszeren beliill, mely a tilakoid
membranfehérjék karosodisanak tudhaté be (BERRY és BIORKMAN, 1980). PRECZEWSKI
¢s munkatarsai (2000) megfigyelései szerint a PSII fehérjekomplexet hdstressz alatt egy
kloroplasztbol szarmaz6 Hsp24 fehérje védelmezi. Az altaluk ‘Hsp24 chipnek’ elnevezett fehérje
expresszidja a megfigyelt fenotipusokban pozitiv korrelaciét mutatott a PSII komplex hdvel
szembeni ellenallo képességével.

Hostressz hatdsara tovabba a 13. fehérjefolt is csokkend mennyiségi valtozast mutatott. Ezt a
fehérjét transzlacid iniciald faktor 5SA (elF-5A)-ként azonositottuk, a sejten beliill az elsd
peptidkotés kialakitasaban segédkezik a fehérjeszintézis alatt. TAKEUCHI és munkatérsai
(2002) emberi hasnyalmirigy-tumorsejt vonalakat 45°C-os hostressznek kitéve figyelték meg az

crer

crer

crer

crer

novekedett szarazsagstressz-toleranciat idéz el6 (WANG et al., 2003).

67



89

4. tablazat: A fajtak kozott, valamint héstressz hatdsdra expresszios valtozast mutaté fehérjék listaja (SULE et al., 2004).

Fehérje | Azonosi- Lefedett- Fehérje ID Organizmus | Peptid- Szekvencia Azonos- | Megjegy Moddszer
- folt | tasi szam® ség tomeg sag (%)? zés
(%)”
1. gi11895380 13,2 S-adenozil metionin Triticum 1469.73 TNMVMVFGEITTK 98 LC-MS/MS
ABY85789 szintetaz aestivum
204298 | QVTVEYHNDNGAMVPIR
2. 8118234603 Nem azonositott | Arabidopsis | 1410.88 ILIPTLSVLSLSR LC-MS/MS
fehérje thaliana
3. gi18213982 42,4 16.9 kDa sHSP Triticum 974.52 FRLPEDAK 96 LC-MS/MS
ACDO03605 aestivum
1026.60 AEVKKPEVK
1396.79 AGLENGVLTVTVPK
1616.76 MDWKETPEAHVFK
1931.97 | SIVPAISGGNSETAAFANAR
gi21940839 19 16.9 kDa sHSP Triticum 1918.98 | SIIPAISGNSETATFANAR 92 LC-MS/MS
ACDO03605 aestivum
8124238923 6 16.9 kDa sHSP Triticum 1056.62 TEVKKPEVK 97 LC-MS/MS
ACDO03605

aestivum
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4. tablazat (folytatasa): A fajtak kozott, valamint héstressz hatasara expresszids valtozast mutaté fehérjék listdja (SULE et al., 2004).

Fehérje | Azonosi- Lefedett- Fehérje ID Organizmus | Peptid- Szekvencia Azonos- | Megjegy Moédszer
- folt | tasi szam® | ség (%)” tomeg sag (%) zés
A rovid id6tartamu hésokk kovetkeztében novekedett expressziot mutatd fehérjék
gi21964213 13,2 16.9 kDa sHSP Triticum 1961.98 | SIVPAISGSNSETAAFANAR 96 LC-MS/MS
ACDO03605 aestivum
gi18212283 12,66 16.9 kDa sHSP Triticum 1908.93 | SIVPAFSGNSETAAFANAR 94 LC-MS/MS
ACDO03605 aestivum
gi21195581 13,97 16.9 kDa sHSP Triticum 1888.96 | SIHPAISGNSETAAFANAR 95 LC-MS/MS
ACDO03605 aestivum
4. gi21968553 41,3 16.9 kDa sHSP Triticum 1979.97 | SIFPAISGGNSETAAFANAR 93 LC-MS/MS
ACDO03605 aestivum
2225.04 | SNVLDPFADLWADPFDTFR
1824.04 | AGLENGVLTVTVPKAEVK
1967.09 | VDEVKAGLENGVLTVTVP
K
3. gi13091926 13,6 Kis 0. sativa 1153.54 TSSDTAAFAGAR 76 MALDI
AAP16884 molekulatémegii TOF/TOF
HSP
1598.81 IDWKETPEAHVFK
6. gi13091926 15 Kis O. sativa 1153.54 TSSDTAAFAGAR 76 MALDI
AAP16884 molekulatomegl TOF/TOF
HSP
0. sativa 1198.54 TDTWHRVER
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4. tablazat (folytatasa): A fajtak kozott, valamint héstressz hatasara expresszios valtozast mutatd fehérjék listdja (SULE et al., 2004)

Fehérje | Azonosi- Lefedett- Fehérje ID Organizmus | Peptid- Szekvencia Azonos- | Megjegy Moédszer
folt | tasi ség (%)” tomeg sag (%) zés
szam®
A rovid id6tartami hésokk kdvetkeztében ndvekedett expressziot mutatd fehérjék
7. 811629223 17,3 Kis 0. sativa 1296.56 TTDSETAAFAGAR 78 MALDI
AAij6378 molekulatomegii TOF/TOF
HSP
1584.79 IDWKETPDAHVFK
8. gi1632174 42,2 17,8 kDa sHSP Triticum 1307.60 FVLPENADMEK 91 Metox | LC-MS/MS
3 aestivum
AAK51797
989.49 AMAATPADVK Met ox
1291.61 FVLPENADMEK
1027.61 VLVISGERR
1818.01 DGVLTVTVEKLPPPEPK
2151.06 | ELPGAYAFVVDMPGLGSG Met ox
DIK
3122.53 | AMAATPADVKELPGAYAF 2x Met
VVDMGLGSGDIK 0x
gi2196746 23,1 17,8 kDa sHSP Triticum 2193.07 | ELPDAFAFVVDMPGLGSG 89 Met ox LC-MS/MS
2AA17<5 179 aestivum DIK
3148.54 | AMAAPADVKELPDAFAFV Met ox
VDMPGLGSGDIK
3164.54 | AMAAPADVKELPDAFAFV 2 x Met

VDMPGLGSGDIK

0oX
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4. tablazat (folytatasa): A fajtak kozott, valamint hdstressz hatasara expresszios valtozast mutato fehérjék listaja (SULE et al., 2004).

Fehérje | Azonosi- Lefedett- Fehérje ID Organizmus | Peptid- Szekvencia Azonos- | Megjegy Moédszer
-folt | tasi szam” ség tomeg sag (%)? zés
(%)"
A rovid id6tartamu hésokk kovetkeztében novekedett expressziot mutatd fehérjék
gi16321080 6,6 17,8 kDa sHSP Triticum 1277.66 FVLPDNADMEK 87 LC-MS/MS
AAKS1797 aestivum
1293.59 FVLPDNADMEK Met ox
9. Nem
azonositott
10. Nem
azonositott
11. Nem
azonositott
A rovid id6tartamu hostressz kdvetkeztében csokkent expressziot mutatd fehérjék
12. gi21146652 40,1 23 kDa oxigén Triticum 1242.66 QYYSITVLTR 98 LC-MS/MS
Q00434 felszabadito aestivum
fehérje, kettes
fotokémia rendszer
1561.74 KNTDFVAYSGEGFK
2083.02 | TADGDEGGKHQLITATVA
DGK
3048.51 | KTITDYGSPEEFLSQVGFLL
GQQSYGGK
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4. tablazat (folytatasa): A fajtak kozott, valamint héstressz hatasara expresszids valtozast mutaté fehérjék listdja (SULE et al., 2004).

Fehérje | Azonosi- Lefedett- Fehérje ID Organizmus | Peptid- Szekvencia Azonos- | Megjegy Moédszer
-folt tasi szam® ség tomeg sag (%) Z6s
(%) b) )
8124963702 22,1 Tridzfoszfat Hordeum 1288.63 TNVSPEVAESTR 99 LC MS/MS
P34937 izomeraz vulgare
1311.65 IIYGGSVTGASCK Carbami
domethyl
gi16308176 17,4 Adenozin Hordeum 1262.69 VTFLDDAQVKK 99 LC MS/MS
CAC32847 bifoszfat glikkoz vulgare
pirofoszfat
2504.07 | LTQDFCVADLSCSDTPAGY 3xCarba
PCK midomet
hyl
gi12036592 15,3 Dehidroaszkorbat Triticum 1201.68 IFSTFVTFLK 95 LC MS/MS
AALT7I854 reduktaz aestivum
1826.84 AAVGHPDTLGDCPFSQR Carbami
domethyl
13. gi18228088 49 Transzlacio O. sativa 1087.58 TFPQQAGAIR 84 LC-MS/MS
AAKI16176 inicialé faktor SA
(eIF5A)
1310.75 LPTDDVLLGQIK
1419.70 CHFVAIDIFNGK Carbami
domethyl
2216.06 | KLEDIVPSSHNCDVPHVDR Carbami
domethyl
2769.34 | TGFADGKDLILSVMSAMG Carbami
EEQICAVK domethyl
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4. tablazat (folytatasa): A fajtak kozott, valamint hdstressz hatasara expresszios valtozast mutato fehérjék listaja (SULE et al., 2004).

Fehérje | Azonosi- Lefedett- Fehérje ID Organizmus | Peptid- Szekvencia Azonos- | Megjegy Moédszer
- folt | tasi szam® | ség (%)" tomeg sag (%) zés
A rovid idétartamu héstressz kovetkeztében csdkkent expressziot mutatd fehérjék
14. gi9743953 30,9 Hipotetikus fehérje | H. vulgare | 1059.56 SVGGITGDNLK 100 LC MS/MS
CAA74953
1210.53 WDEGYDVTAR
1318.74 LKAGYVAANWVK
1778.87 DTNGIASTSGSTIELSAR
2466.15 | QVLSDASSFTWGIFNQPDP
SDR

a) A peptidszekvencidknak megfeleld nukleotid kod (gi) a Biotechnologiai Informéciok Nemzeti Kézpontjanak honlapjan (the National Center for
Biotechnology Information (NCBI): http://ncbi.nlm.nih.gov.), valamint az EST-szekvenciabol levezetett aminosav-szekvencia BLAST-
keresOprogrammal (NCBI) végzett lekeresésének eredménye.

b) A lefedettség az EST-szekvencian beliil a megszekvenalt peptidfragmensek illeszkedésének nagysagara utal.

¢) Az azonossag az EST-szekvencidbol levezetett aminosav-szekvencia €s ennek BLAST-adatbéazisban torténd lekeresésének eredménye kozotti
homologiara utal %-ban kifejezve.
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5.2 A Kkiilonbozo talaj-elokészitésbol adodo nehezitett termesztési koriilmények
hatasanak nyomon kovetése a *Jubilant’ arpafajtaban

A jelen kisérletben abbol a szempontbdl vizsgaltuk a ’Jubilant’-nak - hazank legkedveltebb
sOrarpa fajtajanak - fehérjéit, hogy a kiillonbozo talaj-elokészitésbol adodo nehezitett termesztési
koriilmények és a szarazsdg milyen hatassal vannak a szintetizdlodo fehérjék mennyiségére és
mindségére.

Irodalmi adatok alapjan a tavaszi arpa, kiillondsen a sorarpa, kifejezetten igényes az
eléveteménnyel szemben. A sorarpa vetése elott egyértelmiien keriilenddk a pillangosok, mert
akar 150-250 kg/ha mineralizalt N-t is visszahagyhatnak a talajban, ami a sérarpa mindségét
ronthatja (TOMCSANYI és KISMANYOKY, 1993). LORINCZ (1984) szerint a sorarpa jo
eléveteményei a kukorica, a napraforgo és a buza; rossz eléveteményei pedig a tavaszi és az 6szi
arpa, a pillangosok és a gyeptorés.

Ezen kiviil a talajmiivelés mindsége is egyértelmlien meghatarozza a sdrarpatermesztés
eredményességét. fgy alapvetd célja, hogy biztositsa a tabla gyommentességét, az Gszi-téli
csapadék megdrzését és a laza, aktiv talajélet fenntartdsira képes szerkezet kialakitasat. A jo
mindségli sorarpa talajmiivelésének egyik nagyon fontos mozzanata az Oszi szantis, mivel az
Osszel elmunkalt szantasok 1ényegesen jobban megorzik a vizet.

A két kiilonbozo talaj-elokészitési koriilménybdl szarmazod arpa szemtermés karbamid-
oldodo kétdimenzids fehérjemintazatanak képei az alabbi 10. dbran lathatdéak, melynek kiemelt

részleteit a 11. és a 12. abrak mutatjak be.
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10. abra: A: normal ¢és B: nehezitett termesztési koriilményekben részesiilt *Jubilant’ arpa
szemtermés karbamid-old6do fehérjéinek kétdimenzids képei




Kornyezeti tényezOk hatasanak vizsgélata az arpaban proteomikai mddszerekkel

A nehezitett termesztési koriilmények hatdsara szamos mennyiségi kiillonbség mutatkozott a
géleken az egyes fehérjefoltok intenzitasbeli kiilonbségébdl adoddan. A valtozasokat az alabbi
10. és 11. abrék képei mutatjak be részletesebben, az 5. tdblazat foglalja 0ssze az azonositott

fehérjék listajat.
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11. abra: A: a normal és B: a nehezitett termesztési koriilményekben részesiilt *Jubilant’ arpa
szemtermés karbamid-old6do fehérjéinek 9. abrajan lathato kiemelések részletezett képei.

76



Siille Andrea

18 19

: ":1-6 /'-
- . : i_l_l'.‘
/-.- "-.* 3 . .l
_17 ‘ _17 ‘ - -
o ..
R ' w o -
(A9 5 cBgzﬂfz./s 5
9‘.‘ - i i

\
L

12. abra: A: a normadl és B: a nehezitett termesztési koriilményekben részesiilt *Jubilant’ arpa
szemtermés karbamid-old6do fehérjéinek 9. abrajan lathato kiemelések részletezett képei.
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5. tablazat: Expresszios valtozast mutatd tomegspektrometriaval (LC MS/MS) azonositott

fehérjék.
Folt Azonositott Organizmus Hivatkozasi Azonossag | Kalkulalt Kalkulalt
szama fehérje szam®” (%) peptid peptid pl
MW (D
(Da)
Nehezitett koriilmények kdzott termesztett arpaban kisebb intenzitast mutatd fehérjék
1. Szerin proteaz Hordeum Q43492 93 16856,44 5,18
inhibitor (Szerpin vulgare
Z7)
2. Nem azonositott
3. Glicerinaldehid- Triticum ABQS81648 98 28155,78 8,19
3-foszfat aestivum
dehidrogenéz
4. 22 kDa HSP (IV. Glycine max P30236 37 13774,62 5,14
Osztaly)
Nehezitett koriilmények kozott termesztett arpaban nagyobb intenzitast mutatd fehérjék
5. GroEL Zea mays NP_001105690 95 17693,39 10,25
hésokkfehérje
Mitokondrialis
chaperonin 60
6. Nem azonositott
7. Nem azonositott
8. Nem azonositott
9. Globulin2 Zea mays 1802402A 57 27096,64 9,94
10. B3 hordein Hordeum P06471 99 30181,39 7,74
vulgare
11. Glicerinaldehid- Triticum ABQ81648 98 28155,78 8,19
3-foszfat aestivum
dehidrogenaz
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5. tablazat (folytatasa): Expresszios valtozdst mutatd tomegspektrometriaval (LC MS/MS)
azonositott fehérjék.

Folt Azonositott Organizmus Hivatkozasi | Azonossag Kalkulalt Kalkulalt
szama fehérje szam® (%) peptid MW | peptid pI
(Da) (D
Nehezitett koriilmények kozott termesztett arpaban nagyobb intenzitast mutatd fehérjék
12. Glicerinaldehid-3- Triticum ABQ81648 98 28155,78 8,19
foszfat aestivum
dehidrogenaz
13. Peroxidaz Hordeum 1BGP_A 100 33825,21 6,51
vulgare
14. Nem azonositott
15. Nem azonositott
16. 22 kDa HSP (IV Glycine max P30236 37 13774,62 5,14
osztaly) prekurzor
17. Nem azonositott
A bazikus régio azonositott fehérjéi
18. Gamma 2 hordein Hordeum CAE45747 98 18047,78 8,54
vulgare
19. Gamma 2 hordein Hordeum CAE45747 98 18047,78 8,54
vulgare
20. Nem azonositott
21. Nem azonositott
22. B1 hordein Hordeum CAA60681 90 16117,58 8,45
vulgare
23. Nem azonositott
24. Nem azonositott
25. B1 hordein Hordeum CAA60681 90 16117,58 8,45
vulgare
26. B1 hordein Hordeum CAA60681 90 16117,58 8,45
vulgare
27. B1 hordein Hordeum CAA60681 90 16117,58 8,45
vulgare

a) Az EST-szekvenciabol levezetett részleges aminosavsorrend BLAST-kereséprogrammal
(NCBI) végzett lekeresésének eredménye. b) Az azonossag az EST-szekvenciabol levezetett
aminosav-szekvencia és ennek BLAST-adatbazisban torténd lekeresésének eredménye kozotti
homolodgiara utal %-ban kifejezve.
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5.2.1 Tomegspektrometriaval azonositott fehérjék jellemzése

Nehezitett termesztési koriilmények kozott termesztett arpaban - a normal kontroll
kortilmények kozott termesztetthez képest - kisebb intenzitast mutatd fehérjék kozott az 1-es
szammal jeldlt fehérje (11. abra Aa és Ba képei) EST/DNS-adatbézis alapjan torténd azonositasa
soran a Hordeum vulgare szerin protedz inhibitor Z7-tel mutatott nagy homologiat (93%). Az
érett arpa szemtermésben a szerpinek tiol-kotésben vannak jelen (ROSENKRANDS et al.,
1994), és a csirazas alatt szabadulnak fel ebbdl az allapotbol. Jelenleg pontos funkcidjuk még
ismeretlen. A szerpin Z7 taléli a malatazas alatti proteolitikus aktivitast és a sorfézés alatti
enzimatikus behatdsokat is, az arpabol a sorbe keriilve annak f6 fehérjekomponensét alkotja. A
szerpinek a lipid transfer fehérjékkel egyiitt a sor habstabilitasanak kialakitasaban jatszanak nagy
szerepet (EVANS ¢és HEJGAARD, 1999), *hab-pozitiv’ fehérjének is hivjak dket. A szerpin Z7
¢s Z4 kozott aminosav-szekvencia szinten 70%-os azonossagot talaltak (DAHL et al., 1996),
mely azért fontos, mert négy sorre allergias ember vérszérumanak vizsgalatakor mindannyian
IgE medialt immunreakciét mutattak a szerpin Z4-el szemben (GARCIA-CASADO et al., 2001).
A nehezitett termesztési koriilmények és az ennek kovetkeztében fellépd szarazsag hozzajarultak
expressziojanak csokkenéséhez. OSTERGAARD ¢és munkatarsai (2004) a csirazd arpa
szemtermésben a szerpinek szamos izoformjat mutattak ki.

A 12. abra Af és Bf képein a 4-es jelli fehérjefoltjabol azonositott fehérje a Glycine max 22
kDa hésokkfehérjével (IV osztidly) mutatott homologiat. A fehérje expresszidja csokkent a
nehezitett koriilmény hatasdra. A részletezett 12. abran lathatd, hogy a 4-es jelii fehérje
kozelében a nehezitett koriilmények hatasara a 16-os szdmu fehérjefolt jelenléte detektalhato,
mely egy szintén chaperonin aktivitassal rendelkezd ¢s a HSP20 csaladba tartozo fehérjével, a
22.0 kDa HSP (IV. osztaly) prekurzorral mutatott azonossagot. Feltételezhetd, hogy a 16-os jelii
hosokkfehérje prekurzor azért jelenik meg az alacsonyabb molekulatémegii régidoban, mert ez a
nehezitett termesztési koriilmények hatasara bekdvetkezd novényi védekezés része.

Ezen kiviil a bazikus régioban, a 12. dbra Ag és Bg képein szamos, a Hordeum vulgare
hordein fehérjéivel homoldg fehérjék expresszidja is megfigyelhetd a nehezitett koriilmények
hatasara: a 18 és 19-es szamu fehérjefoltokban az arpa gamma 2 hordeinjével homolédg
fehérjéket sikeriilt azonositanunk, a 22., 25., 26. és 27. fehérjefoltokban a B1 hordeinnel
azonossagot mutato fehérjéket detektaltunk.

A 11. dbra Ac és Bc képein az 5. fehérjefolt, a GroEL hdsokkfehérjével volt homoldg
(mitokondrialis chaperonin 60), és normal korilmények kozott is mutatott expressziot, de a
nehezitett koriilmények €s a szdrazsdg hatasdra mennyisége lathatdoan novekedett. Ugyanez

mondhat6 el az arpa peroxiddz enzimével homoldgiat mutatd 13. fehérjérdl is (12. dbra Ad és Bd
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képek). A novényi peroxidazoknak tobb izoformja, st tobb csalddja is 1étezik, az altalunk izolalt
fehérje egy kivalasztasra keriild peroxidazzal mutatott homoldgiat, mely a ndvényi hem-fiiggd
peroxiddz szupercsalad III. osztalydba tartozik. Az extracellularis térben vagy pedig a
vakuolumban helyezkedik el, és szerepe van a hidrogén peroxid detoxifikdlasaban, auxin
katabolizmusban, lignin bioszintézisben és a stresszvalaszokban. A ndvényi genomban tobb gén
kédolja a peroxidazokat, melyek koziil csak néhany mutat expresszios valtozast patogének
hatasara (CHITTOOR et al.,, 1999). A peroxidaz enzim mennyiségének ndvekedését
szdrazsagstressz hatasara kukoricdban tapasztaltdk proteomikai modszerekkel (ALVAREZ et al.,
2008).

A tovabbiakban a 13. abran bemutatott glikolizisben részt vevd glicerinaldehid-3-foszfat
dehidrogenazzal homologiat mutatd fehérjéket is sikeriilt azonositani azok kozott a fehérjék
kozott, melyek a nehezitett termesztési koriilmény hatdsara valtozott expressziot mutattak. Ez a
normal szant6foldi koriilmények soran a 3-as pozicioban expresszalodott, de mivel a szarazsag
¢s a nehezitett koriilmények hatasara valosziniisithetéen poszttranszlaciés moédosulason ment at
¢s 1zoelektromos pontja megvaltozott, igy 12-es pozicidba keriilt. Ezt reprezentéalja a 13. abran
bemutatott gélkép is. Az el6zdekhez hasonld valtozést figyelhetiink a 13. abran, abban hogy a
normal koriilmények kozott expresszalodott 2-es fehérje szarazsdg hatdsara 11-es pozicidba
kertil. A 11-es fehérjét is a glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogendzként azonositottuk.

A glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz enzim nemcsak a glikolizisben vesz részt, hanem a
transzkripcids szabéalyozasban is szerepe van(KIM és DANG, 1993). BAK-JENSEN és
munkatarsai (2004) a dan ’Barke’ sorarpa szemtermésébdl és malatajabol szarmazd bazikus
fehérjék vizsgalatakor (pH 6-11 intervallum) hat fehérjefoltot azonositottak glicerinaldehid-3-
foszfat dehidrogenazként (GAPDH), mely arra utal, hogy a szemtermésben és malataban normal
termesztési koriilmények kozott is tobb izoformaban fordul el6 a GAPDH enzim. SANDER és
munkatarsai (2001) 10 ’baker’s asthma’ betegségben szenvedd ember szérumanak vizsgalatakor
a ’Bussard’ buzafajta viz-s6 olhatd fehérje frakcigjaban tobb IgE kotd fehérjét talaltak az
elektroforetikus immunoblott segitségével, melyek kozott az arpa GAPDH enzimével nagy
homologiat mutaté két GAPDH izoenzim is jelen volt a szerin prot eaz inhibitorral egyiitt.

A jelen kisérletben bemutatott ugyanazon fehérje tobb pozicidoban torténd megjelenése
poszttranszlacios modosulasra is a nehezitett termesztési koriilmény hatdsara.

A 13. abra képein még feltlinik a 10-es jeli B3 hordeinként azonositott fehérje, melynek

expresszioja szintén ndvekedett a nehezitett koriilmények hatdséra.
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13. 4bra: A: normal termesztési koriilményekben és B: nehezitett termesztési koriilményekben és
szarazsagban részesiilt Jubilant arpa szemtermés karbamid-old6dé fehérjéinek kétdimenziods
részletezett képei az Ad és Bd képek alapjan.

5.3 A kadmium hatasanak vizsgalata az arpa levélcsirajanak fehérjeexpressziojara

A kiilonb6zé kadmiumszennyezettségek altal kivaltott ndvényi adaptacié és kadmiummal
szembeni tolerancia specialis biokémiai és molekuléris alapjai még csak részlegesen ismertek.
Az azonban mar elfogadott tény, hogy a fitokelatinok ¢€s stresszfehérjék nagyon jelentds szerepet
megkozelitésti kisérletek - a kadmium 4altal kivaltott stresszvélasz kapcsan - élesztokben a
Saccharomyces cerevisiae (VIDO et al., 2001) és S. Pombe (BAE és CHEN, 2004) ¢és novények
kozil az Oryza sativa L. (HAJDUCH et al., 2001) és Arabidopsis thaliana (SARRY et al.;
2006) eseteiben folytak.

A jelen kisérlet célja az volt, hogy az arpa levélcsira fehérjéinek szintjén ellendrizziik a
kadmium 4&ltal kivaltott stresszvalaszt a kétdimenzios elektroforézis kinalta lehetdségekkel.
Mivel el6zetesen mar tobben folytattak kisérletet a kadmium kiilonb6z6 koncentracidban valo
adagolasanak hatasardl, igy mi azt az 50 uM feletti kadmiumkoncentraciot alkalmaztuk, ahol
mar a levél vezetOképessége ¢és CO, felvétele is jelentds csokkenést mutatott (PERFUS-
BARBEOCH et al., 2002).

hatasat kovettilk nyomon a ’Jubilant’ arpa levélcsirajanak proteomikai vizsgalataval. A kontroll
¢s a Cd stressznek Kkitett novények hét napon 4&t 24°C-on novekedtek megteleld
kadmiumszennyezettségnek kitett foldben. A kezelések hatasara az arpa levélcsirdjanak hossza
szignifikansan csokkent a Cd-dozisanak fiiggvényében. A kadmiummal kezelt névények oldodo

fehérjéinek egydimenzios elvalasztasa soran jelentds kiillonbségeket talaltunk, melyet a 16. abra
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is bemutat. Amikor a ’Jubilant’ sorarpa levélcsira karbamid-oldodo fehérjéit SDS-poliakrilamid
gélen elvalasztottuk, az egyes kezelések kozott és a kontrollhoz képest jelentds
fehérjeexpresszidos  valtozast figyeltink meg: a kadmiumkezelés koncentracidjanak
novekedésével a karbamid-oldodé fehérjék mennyisége jelentdsen lecsokkent. Az 14. abran
karboxilaz-oxigendz (RuBisCO) (ELLIS, 1979) nagy alegységének a fehérjesavjat, mely
denzitasanak jelentOs csOkkenése jol demonstralja a kadmium fotoszintézisre gyakorolt karosito

hatasat. A RuBisCO egy oriasi, sztromaban 1évé enzimkomplex (molekulatomege 500.000 Da

koriil van), elsddleges feladata a CO,-t fixalasa.

94

67

< RuBisCO LSU
43

30

20

14. abra: A ’Jubilant’ sorarpa levélcsira karbamid-old6dé fehérjéinek SDS-poliakrilamid gélen
torténd elvalasztasa azonos mennyiségli szdrazanyagbol valo fehérje kioldast és azonos térfogatt
(4 ul) mintafelvitelt kovetden 1: molekulatomeg standard 2: kezeletlen minta esetén, 3: 200 uM
CdCl, kezelést és 4: 1 mM CdCl, kezelés utan.

A 200 uM ¢és az ImM CdCl, kezelések hatdsdnak tovabbi tanulményozasa céljabol
kétdimenzids elvalasztast végeztem, melyet a 15. dbrdn mutatok be, ahol a kontroll és kezelt
mintdkat 2-2 parhuzamosban ismételtem meg, kezelésenként egyforma mennyiségii fehérjét
elvalasztva. A kiértékelés sordn az egyes parhuzamosakbdl képeztem csoportokat. Az
ismétlésekben magas volt a fehérjefoltok reprodukalhatosaga, amely tlikr6z6dott a szorasi gorbe
regresszios egyenesének korrelacios koefficiense 80% feletti értékeibdl és az atlagos variacios

egyiitthatd (CV < 37%) adataibol is.
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A kiértékelésben harom csoportot képeztem, melyek magas reprodukalhatosagi értékiik
alapjan egyenként 2-2 parhuzamost tartalmaztak. A csoportok fehérjefoltjainak relativ integralt
denzitas  értékét hasonlitottam  0Ossze; majd azon fehérjéket vizsgaltam  tovabb
tomegspektrometrids analizissel, melyek p < 0,05 statisztikai megbizhatosag mellett legalabb
kétszeres eltérést mutattak a denzitds értékiikben.. Hét napon 4t kiilonb6zo
kadmiumkoncentraciok a levélcsira fehérjeexpresszids profiljat megvaltoztatta. A kiilonbségek
nagy része az alacsony, foként a 15-30 kDa molekulatomeg ¢és 4.0-9.0 pH-tartomanyban volt
érzékelhetd. A megvaltozott expressziot mutatdé fehérjefoltokat az alabbi abrdn szdmokkal

jeloltem, a foltok listajat pedig a 6. tdblazat mutatja be.
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pl 3> —pl 10 pl3— —pl 10 pl3— —pl 10

15. abra: A ’Jubilant’ karbamid-oldodé fehérjéinek kétdimenzids poliakrilamid gélen torténd elvélasztdsa azonos mennyiségli fehérje
felvitelekor A: kezeletlen minta esetén, B: 200uM CdCl, és C: 1mM CdCl, kezelés utan.
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6. tablazat: Expresszids valtozast mutato fehérjék azonositdsa MALDI-TOF MS-sel.

Folt | Azonositott fehérje | Organizmus | Hivatkozasi | Lefedettség | Kalkulalt | Kalkulalt
szama szam (%) és MW pl
helyes (Da) (pD)
talalati
arany
Csak a kezeletlen kontroll mintdban expresszal6do fehérje
I. Nem azonositott
A kontroll mintaban nagyobb expressziot mutato fehérjék
2. Ribuléz-1,5- Hordeum | gi31087877 26 53285 6,13
biszfosztat- erectifolium | AAN27973 11/35
karboxildz-oxigendz
nagy alegység
4. Oxigénfelszabaditast Triticum gi131394 47 27424 8,84
noveld fehérje 2 aestivum Q00434 13/31
(OEE2)
Egyéb azonositott fehérjék
3. Ribuléz-1,5- Hordeum 214038691 56 18574 8,8
biszfoszfat- vulgare BAA35162 11/39
karboxildz-oxigendz
kis alegység
5. Ribuléz-1,5- Hordeum 213914588 53 19421 9,0
biszfoszfat vulgare Q40004 12/39

karboxildz-oxigendz

kis alegység

5.3.1 Tomegspektrometriaval azonositott fehérjék jellemzése

A 15. 4dbran az 1-es szdmmal jelolt fehérje expresszioja csak a kezeletlen, kontroll mintaban

volt érzékelhetd, de sajnos ennek a fehérjének a tomegspektometrids azonositisa a kevés

tomegspektrum-informacio miatt sikertelen volt.

A 17. abran a 2-es szammal jelolt fehérje - mely a kontroll mintdban nagyobb intenzitast

mutatott - a Hordeum vulgare ribuldz-1,5-biszfoszfat-karboxildz-oxigenaz nagy alegységének

fragmentjével 26%-os lefedettséget mutatott. Az egydimenziés SDS gélen a kiilonbdzd
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kadmiumkoncentraciok hatdsdra is megfigyelhetd volt a RuBisCO nagy alegységének
mennyiségi csokkenése, melyet az alegység kadmium hatdsara torténd nagyfokt degradacioja
okozott. A kovetkezd, kontroll mintdban nagyobb intenzitast mutatd fehérje a 4-es szammal
jelolt volt, mely a Triticum aestivum kloroplasztiszbol szdrmazo oxigénfelszabaditdst noveld
fehérjével (OEE2) mutatott 47%-os lefedettséget. Ez a fehérje a PSII OEC komplexének egyik
fehérjéje. A komplex feladata a vizb6l molekuléris oxigén felszabaditdsa. Kadmium kezelés
hatdsara mar HAJDUCH ¢s munkatéarsai (2001) is megfigyelték az OEE2 expresszidjanak
csOkkenését kétdimenzids elvalasztas soran.

A fehérjék kozott ezen kiviil detektaltuk a 3. és 5. fehérjéket, melyek az adatbazis fehérjéi
kozil a Hordeum vulgare ribuldz-1,5-biszfosztat-karboxildz-oxigenaz kis alegységeivel

mutattdk a legnagyobb homologiat.

5.4 Evjaratok hatisanak ellendrzése a viz-sé oldhat6 proteom szintjén

Az arpat soripari felhasznalasa céljabol szigora mindségi kovetelményeknek vetik ald, igy
csak a nagy szemii és ezért relative alacsonyabb fehérjetartalma arpa (<12,5%) hasznalhat6 fel
malatagyartasra és sorfozésre. Habar a sorben a fehérjemennyiség igen csekély - az arpa
fehérjetartalmabol a kész sorbe egyharmad résznyi keriil, - mégis lényegesen befolyasolja a sor
mindségét, kedvezOtleniil hatva a sor habstabilitasara, szlirhetOségére €s a sor zavarossaganak
keletkezésében is fontos szerepe van.

Vizsgalatainkban célul tiiztik ki a modern proteomika eszkdzeinek (2D-PAGE, MS)
felhasznalasaval azt, hogy két kiilonbozd évjarat hatasat ellendrizziik a ’Jubilant’, *Bivoy’ és
’Mandolina’ sorarpafajtak viz-sé oldhat6 fehérjéinek expressziojara.

A vizsgalat sordn az arpa 2,5 mm-nél nagyobb szemcseméretii magjait kivalogattuk, mivel
csak ezek a magok keriilnek malatazasra, azt kovetden pedig soripari hasznositasra, majd
mintanként két-két parhuzamossal dolgozva a viz-sé oldhaté fehérjéket kétdimenzids
elektroforézissel valasztottuk szét, melyeket a 16., 17. és 18. abrakon mutatunk be.

A 7. tdblazatban foglaltuk Ossze a tavaszi arpa tenyészidejében a 2002 és 2003 évekre
vonatkoz6 csapadék- és hdmérsékletadatokat a napfényes orakkal egyiitt. Ebbdl kitlinik, hogy a
2002-es évben is kevés csapadék hullott, de 2003-ban még ennél is kevesebb. Ekkor a
csapadékhiany hatasat az igen meleg junius tovabb fokozta. 2002-ben a ’Jubilant’ és ’Bivoy’
fajtak sorgyartasra megfeleld kihozatalt értek el, de a 2003-as évben ezen fajtak gyenge
eredményt produkaltak a Mandolina’ mindkét évi alacsony teljesitményével egyiitt. A fajtak
gyenge teljesitménye elsdsorban a soripari mindség megallapitasdban kardinalis osztalyozottsagi

értekekben mutatkozott meg, ahol a 2,5 mm-nél kisebb szemtermés mennyisége nagy volt a
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kovetelményekben megfogalmazott értékekhez, valamint az elmult kedvezObb iddjarasi

feltételekkel rendelkez6 évekhez képest.

7. tablazat: 1ddjarasi adatok 2002 és 2003 évekbdl a tavaszi arpa tenyészidejében

csapadék, mm hémérséklet, °C napfényes orak

40 éves 40 éves 40 éves
Hénap 2002 2003 atlag 2002 2003 atlag 2002 2003 atlag
marcius 12,5 2,8 34,3 82 62 5,7 159,8 164,8  130,1
aprilis 51,8 49,0 39,5 11,0 10,0 10,4 152,0 1833 175,1
majus 448 274 61,7 19,1 18,7 15,8 257,7 2714 2329
junius 48,0 47,8 80,4 21,4 232 19,0 235,8 2734  229,7
julius 833 742 78,6 23,1 224 20,9 287,2 286,3 2534
marc-
jul 2404 201,2 2944 16,6 16,1 14,4 1092,5 1179,2 1021,1

A kiilonbozd  évjaratok  viz-s6  oldhatd  fehérjéinek fajtankénti  kétdimenzids
Osszehasonlitdsdval azonban nem sikeriilt reprodukalhaté kiilonbségeket felfedezniink az
évjaratok kozott. Az eltérd soripari mindség a vizsgalataink alapjan nem volt detektalhato a 2,5

mm-nél nagyobb szemcseméretli arpa viz-s6 oldhato fehérjéinek a szintjén.
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pl 8— «pl4 pl8— —pl 4

16. abra: A ’Bivoy’ viz-s6 oldhato fehérjéinek kétdimenzids mintazata A: 2003-as, B: 2002-es
mintak esetén.
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pl 8— «pl4 pl8— «—pl 4

17. abra: A ’Jubilant’ viz-s6 oldhato fehérjéinek kétdimenzids mintazata A: 2003-as, B: 2002-es

mintak esetén.
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pl 8— «—pl4 pl8— «—pl4

18. abra: A ’Mandolina’ viz-s6 oldhatd fehérjéinek kétdimenziés mintazata A: 2003-as, B:

2002-es mintak esetén.
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6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Megallapitottam, hogy a kornyezeti stresszhatdsoknak ellenalldé ’Mandolina’ és ’Bivoy’
arpaban is detektalhatdé a SAM-S enzim egy olyan izoformja, mely a ’Jubilant’ kdrnyezeti
anomalidkra érzékeny fajtdban nem mutathatdé ki. Az eredményem alapjan azt a
kovetkeztetést vontam le, hogy ennek az izoformnak a hianya is kozrejatszhat a *Jubilant’

arpafajta kornyezeti hatadsokkal szembeni érzékenységében.

2. A ’Jubilant’ és ’Mandolina’ arpafajtak hdmérsékleti stresszhatasra adott valaszreakciojanak
vizsgélatakor megallapitottam, hogy szamos kis moltomegli hdsokkfehérje (16,9 kDa, 17,8
kDa, sHSP) képzddott a stresszhatas kovetkeztében, melyek nagy homologiat mutattak a rizs
¢és a buza hésokkfehérjéivel. A hdsokkfehérjék tobb izoforméban is detektalhatdak voltak és

expresszios kiilonbséget mutattak a két arpafajtaban.

3. A kiilonbozd talaj-elokészitési koriilményekbdl adddd nehezitett koriilmények és szarazsag
hatdsanak nyomon kovetése folyaman a ’Jubilant’ arpaban szdmos, a kiilsé koriilmények
hatasara megvaltozott expressziot mutatd karbamid old6dd fehérjét azonositottam. A
kisérletben bizonyitottam, hogy az adott termesztési koriilmény megvaltoztathatja egyes

fehérjék expresszigjat.

4. Azonositottam a glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogendzzal homoldg fehérjéket a nehezitett
koriilmények hatasara megvaltozott pozicidban expresszalodd fehérjék kozott. Ez a
megfigyelés utalhat: az izoformok eltérd szerepére, a kiilonbozd szemtermésalkotok

crer

poszttranszlacidos médosulésra.

5. A kiilonbozo talaj-eldkészitési koriilmények hatasanak vizsgdlatakor megallapitottam, hogy a
nehezitett koriilmények és a szarazsag kovetleztében szamos védekezésben részt vevo enzim
expresszidja novekedett. Igy azonositottam egy 22,0 kDa (IV osztaly) hésokkfehérje
prekurzorral, a GroEL hdsokkfehérjével €s a peroxidaz enzim egyik izoformjaval homolog

fehérjét.

6. A nehezitett és normal kontroll koriilmények kdzott termesztett arpa szemtermés karbamid-
0oldodé proteomjanak Osszehasonlitasakor a szerin protedz inhibitor Z7 intenzitdsanak

csOkkenését figyeltem meg a nehezitett koriilmények hatasara. A jelen kisérlettel egy olyan
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termesztési korlilményt azonositottam, mely kifejezetten negativ hatdssal van a sor
habstabilitasanak kialakitdsaban szerepet jatszé fehérje mennyiségére, valamint a hordein

fehérjék fokozott szintézisét okozza.

200 uM ¢és 1 mM kadmium-klorid kezelések hatdsanak proteomikai vizsgéalatakor
megallapitottam, hogy a kontroll mintdhoz képest a RuBisCO nagy alegységének
mennyisége csokkent, melyet a kadmium hatésara bekovetkezdé nagyfoku fehérje degradacio
okozott. Ezen kiviil a kezelések hatdsaként az oxigénfelszabaditast fokozo fehérje (OEE2)
expresszidjanak csokkenését is detektaltam. Eredményeimmel ezen fehérjék kadmium éaltal
kivaltott expresszios valtozasat. az elsOk kozott igazoltam proteomikai modszerekkel az

arpaban.
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7. OSSZEFOGLALAS

Doktori munkam soran proteomikai moédszerekkel (2-DE, MS) megvizsgaltam a sorarpak
fehérjéinek a kiilonbozd abiotikus stresszhatdsok miatt bekovetkezd expresszios valtozasat, mint
amilyen a magas hdmérséklet, a kiilonboz6 termesztési koriilmények, a kadmiumszennyezettség
¢€s a szarazsag. A védekezésében részt vevo fehérjék megismerése mellett sikeresen mutattam be,
hogy ezek a stresszhatasok miként befolyasoljak élelmiszeripari nyersanyagaink fehérje-
Osszetételét. Proteomikai vizsgélataim fényt deritettek arra, hogy a kiillonb6zo arpafajtak fehérje-
Osszetétele a kornyezeti stresszhatisok kovetkeztében jelentésen modosul. A kétdimenzids
elektroforézist eredményesen alkalmaztam tomegspektrometridval kombinalva, annak ellenére
is, hogy az arpa genomszekvencidja még csak részben ismert. A legtobb kiilonbséget mutato
fehérjét tudtam azonositani a kiilonb6z6 MS-technikak MS vagy MS/MS modban valo
miikddtetése révén.

A munkdm els6 felében a kornyezeti stresszhatdsokra érzékeny (’Jubilant’) és ugyanezen
stresszhatdsokra  rezisztens (Mandolina’)  arpafajtdk  levélcsirajanak  kétdimenzids
fehérjemintazatat hasonlitottam 0Ossze, ¢és a ’Mandolina’ fajtaban a SAM-S enzim egyik
izoformjat detektaltam, mely a ’Jubilant’ kornyezeti anomalidkra érzékeny fajtdban nem volt
kimutathatd. A SAM-S ezen izoformjanak expresszigjat emellett a ’Bivoy’ fajtdban is
kimutattam. A ’Jubilant’ és "Mandolina’ arpafajtdk rovid ideig tarté hémérsékleti stresszhatasra
adott valaszreakciojanak vizsgalatakor szamos kis moltomegii hdésokkfehérje ¢és ezek
izoformjainak képzddése is megfigyelhetd volt.

A kisérleteim tovabbi részében azt kdvettem nyomon, hogy a ’Jubilant’ tavaszi arpafajta
szemtermésében miként valtozik a karbamid-oldhatd fehérje-Osszetétele a kiilonbozd talaj-
elokészitési €s termesztési koriilmények hatdsara. A kiilonbozé termesztési koriilmények
nyomon kdvetése sordn szamos, a kiilsé koriilmények hatasara megvaltozott expressziot mutatd
fehérjét sikeriilt azonositani (22,0 kDa (IV csalad) hdsokkfehérje prekurzort, a GroEL
hésokkfehérjét, peroxiddz enzimet, glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz harom izoformjat). A
kisérletben bemutattam, hogy az adott termesztési koriilmény nemcsak elésegitheti vagy

gatolhatja az egyes fehérjék expresszidjat, hanem megvaltoztathatja a fehérjék mennyiségét

crer

crer

bekovetkezd poszttranszlacios modosulasra.
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crer

arpafajta levélcsirajabol szarmazo fehérjék kétdimenzios fehéjemintazatan igy mutatkozott meg,
hogy a kontroll mintahoz viszonyitva a RuBisCO nagy alegységének mennyisége csokkent.
Ezen kivill a kadmium-klorid hatisaként az oxigénfelszabaditast fokozo fehérje (OEE2)
expresszidjanak csokkenése is lathatd volt. Az eredményeimet irodalmi adatok is aldtdmasztjak.
Az abiotikus stresszhatdsokra eltérd expressziot mutatd fehérjék tovabbi mélyrehatobb
vizsgélata iranymutatasul szolgdlhat egy hatékonyabb rezisztencia nemesités felé. Ez a
megkozelités stresszhatasra indukdlodo, de még ismeretlen funkcioval rendelkezd gének pontos
szerepét tisztazhatja, tovabba hozzajarulhat a novényi védekezési rendszer jobb megértéséhez is.
A jovében az abiotikus stresszekkel szembeni rezisztencia kutatdsaban a vizsgalatok nagyobb
szamu kornyezeti stresszekre érzékeny és azokra rezisztens arpafajtakkal valo kiterjesztése
mindenképpen sziikségessé valik, mely a SAM-S detektalt izoformjanak pontos szerepét is

tisztazhatja a stresszhatasok alatt.
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7. SUMMARY

In my Ph.D. work I conducted research using proteomics (2-DE, MS) in order to study the
change of the expressed protein pattern in barley in response to different abiotic stress effects,
like high temperature, different growing conditions, high concentration of cadmium and drought.
I demonstrated the expression of numerous proteins which are involved in the defense system
against abiotic stressors and I also demonstrated the consequence of these kind of stressors to the
protein components of our raw food materials. My proteomic approach gave us information
about the significant changes of the components of different type of barley cultivars upon abiotic
stresses. The high-resolution 2-D gel electrophoresis combined with mass spectrometry proved
to be a successful strategy despite the fact that the genome sequence of barley is not yet
available. I was able to identify most of the proteins displaying differential protein synthesis
upon stresses, which was made possible by the MS and MS/MS capabilities in the mass
spectrometric analyses.

First, I compared the two-dimensional protein pattern of seedlings from an abiotic stress-
tolerant ‘Mandolina’ and an abiotic stress-susceptible ‘Jubilant’ barley cultivar. One isoform of
the protein SAM-S displayed increased expression in the stress-tolerant (Mandolina) cultivar.
This isoform was not detectable in the stress-susceptible cultivar, but it was present in the
drought tolerant ‘Bivoy’ cultivar. In studying short-term temperature stress on ‘Jubilant’ and
‘Mandolina’ barley shoots, we detected increased protein abundance following stress for several
low molecular weight HSPs and isoforms of these proteins.

I next studied the effect of different growing conditions on the protein patterns in the grain of
’Jubilant® cultivar. I identified proteins whose expression changed upon abiotic stresses, which
included 22,0 kDa (IV class) heat shock protein precursor, GroEL heat shock protein, peroxidase
enzyme and glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenases. I demonstrated that the different
growing conditions can induce or inhibit the expression of some proteins, and can also cause
post-translational modifications. This was evidenced by the presence of a shift in the position of
GAPDH upon stress. Finally, we investigated changes of protein patterns in the seedlings of
‘Jubilant’ barley cultivar after the application of different 200 uM and 1 mM cadmium-chloride
concentrations There was a decrease of the expression of the RuBisCo large subunit in response
to cadmium-chloride. In addition, the oxygen evolving enhancer 2 protein was found to be
reduced upon cadmium chloride treatments.

To an in-depth analysis of proteins which show altered expression upon abiotic stresses can
help in devising ways to more effective resistance breeding. This kind of approach can help to
find functions for stress inducible genes whose functions are still unknown and also can help us

to better understand the defense system of plants. It will, therefore, be necessary to investigate in

97



Kornyezeti tényezOk hatasanak vizsgélata az arpaban proteomikai mddszerekkel

the future the effect of abiotic stress on the proteome of different barley cultivars and to extend
the research to more abiotic stress susceptible and abiotic stress tolerant barley cultivars in order

to better understand the role of the detected SAM-S isoform.
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